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 RESUMO  
O gênero Passiflora é composto por 17 gêneros e 630 espécies aproximadamente, com 
potencial farmacológico, ornamental, industrial e alimentício. A cultura do maracujá vem 
ganhando mercado no setor da fruticultura, por apresentar rápida produção, retorno 
econômico e renda aos agricultores. Além das espécies cultivadas, existem as espécies 
silvestres, que vêm ganhando enfoque por possuir características desejáveis para 
programas de melhoramento. O conhecimento da diversidade genética entre as espécies de 
maracujá pode ser realizado de forma multidisciplinar envolvendo técnicas moleculares, 
agronômicas, citogenéticas, taxonômicas e químicas. Objetivou-se neste trabalho 
caracterizar as espécies silvestres e comerciais do gênero Passiflora utilizando caracteres 
agronômicos, moleculares e fitoquímicos, gerando informações que agreguem 
conhecimento e orientem estudos de melhoramento, conservação, identificação e 
utilização. Com relação ao desempenho vegetativo e reprodutivo das espécies, foram 
realizados dois experimentos em delineamento em blocos casualizados para 38 espécies, e 
foram avaliadas as características de crescimento vegetativo e físico-química dos frutos. 
Na análise de transferibilidade foi usado 44 microssatélites desenvolvidos para P. edulis e 
P. alata, em 26 espécies de Passiflora pertencentes a Mata Atlântica colhidas no Espírito 
Santo. Na análise de diversidade genética foram usados nove microssatélites em 150 
indivíduos, e foi calculado os valores de PIC: conteúdo de informação polimórfico; H0: 
heterozigosidade observada; FM: frequência máxima; NA: número de alelo; %A: 
porcentagem de perda de alelos. Na caracterização fitoquímica foram utilizados extratos 
aquoso e clorofórmico de dez espécies de Passiflora e realizada ressonância magnética 
nuclear (RMN) usando o Espectro Bruker Avance III de 500 MHz. Para os testes 
macroscópicos e microscópicos foram colocadas para germinar 30 sementes de Lactuca 
sativa em contato com as infusões nas concentrações: C4: 100mg/mL; C3: 50 mg/mL-1; 
C2: 25 mg/mL-1; C1: 12,5 mg/mL-1, e como controle negativo (Co-) água destilada e 
controle positivo (Co+) o Picloram. O resultado demonstrou que o híbrido BRS gigante 
amarelo apresentou as maiores médias para diâmetro do ramo ortotrópico, largura da folha 
para os ramos ortotrópico e plagiotrópico e não diferiu estatisticamente de BRS Rubi do 
cerrado, BRS Pérola do cerrado e de P. alata para comprimento de entre nó. No 
experimento II as espécies não diferiram para as variáveis comprimento dos ramos 
ortotrópico e plagiotrópico; diâmetro do ramo ortotrópico e número de ramos 
plagiotrópicos. As espécies dentro e entre experimentos apresentaram similaridades no 
comportamento de crescimento acumulado, no período de florescimento e frutificação. 
Para as características de peso do fruto, peso da polpa e diâmetro transversal houve 
diferenças significativas entre as espécies, e não houve diferença entre as espécies para 
acidez titulável e vitamina C. O agrupamento formado pelos dados de transferibilidade 
para as 26 espécies permitiu a formação de grupos de acordo com as espécies pertencentes 
aos subgêneros. A árvore de regressão multivariada demonstrou que são necessários 14 
loci microssatélites para identificar as 26 espécies do gênero. Os locus PE88, PA05 e PA08 
foram os mais conservados para as espécies. Os valores médios de PIC variaram de 0.10 a 
0.69; Ho: 0.12 a 0.73; FM: 0.39 a 0.89; NA: 1.33 a 7. A técnica de RMN permitiu 
identificar glicose, frutose, sacarose, sucarose, colina, alanina, glicina, triptofano, 
asparagina, treonina e compostos fenólicos para o extrato aquoso. No extrato clorofórmico 
verificou a presença de flavonoides, alcaloides, taninos, lactonas, saponinas, ácidos graxos 
e compostos do grupo aldeído. No teste macroscópico e microscópico as infusões 
causaram danos nas maiores concentrações para germinação, crescimento radicular e 
índice mitótico, quando comparados ao controle negativo. E, houve um aumento das 
alterações cromossômicas e nucleares nas maiores concentrações. Observou-se que as 
 espécies estudadas apresentam características químicas e físicas desejáveis para o mercado 
consumidor e estão de acordo com a legislação brasileira, e houve diversidade genética 
entre elas. Os dados de transferibilidade usando microssatélites permitiram separar as 
espécies de acordo com os subgêneros, isto demonstra a existência de marcadores 
conservados nas espécies de Passiflora. E, este marcador também permitiu verificar 
diversidade genética existente entre as espécies estudadas. O espectro do extrato aquoso 
demonstrou três regiões principais: açúcares, aminoácidos e dos compostos fenólicos. Os 
flavonóides e ácidos graxos foram encontrados em todas as espécies, e o alcalóide apenas 
em BRS gigante amarelo de acordo com os espectros do extrato clorofórmico. As infusões 
das dez espécies causaram efeitos fitotóxicos, citotóxicos e genotóxicos nas raízes de 
Lactuca sativa nas análises macro e microscópicas, sendo mais frequentes nas maiores 
concentrações. Essas alterações podem estar relacionadas com a presença de compostos 
fenólicos. Assim, conclui-se que as análises usadas permitiram diferenciar as espécies de 
acordo com as características agronômicas, moleculares e fitoquímicas. Isto permite que 
essas espécies possam ser usadas nas áreas de melhoramento vegetal, de conservação e na 
farmacêutica por conter compostos que possuem efeitos terapêuticos. 
Palavra-chaves: Passifloracea, marcador molecular, caracterização vegetativa; toxicidade. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abstract 
The genus Passiflora is composed of 17 genera and 630 species approximately, with 
pharmacological, ornamental, industrial and alimentary potential. The passion fruit culture 
has been gaining market in the sector of the fruit cultivation, because of its fast production, 
economic return and income to the farmers. In addition to the cultivated species, there are 
wild species, which have gained focus because they have desirable characteristics for 
breeding programs. The knowledge of genetic diversity among passion fruit species can be 
carried out in a multidisciplinary way involving molecular, agronomic, cytogenetic, 
taxonomic and chemical techniques. The objective of this work was to characterize the 
wild and commercial species of the Passiflora genus using agronomic, molecular and 
phytochemical characters, generating information that aggregates knowledge and guide 
studies of breeding, conservation, identification and utilization. Regarding the vegetative 
and reproductive performance of the species, two experiments were carried out in a 
randomized block design for 38 species, and the vegetative growth and physicochemical 
characteristics of the fruits were evaluated. In the transferability analysis, 44 
microsatellites developed for P. edulis and P. alata were used in 26 Passiflora species 
belonging to the Atlantic Forest harvested in Espírito Santo.  In the analysis of genetic 
diversity, nine microsatellites were used in 150 individuals, and the values of PIC were 
calculated: polymorphic information content; H0: observed heterozygosity; FM: maximum 
frequency; NA: allele number; %A: percentage of allele loss. In the phytochemical 
characterization, aqueous and chloroform extracts of ten Passiflora species were used and 
nuclear magnetic resonance (NMR) was performed using the 500 MHz Bruker Avance III 
Spectrum. For macroscopic and microscopic tests, 30 seeds of Lactuca sativa were 
germinated in contact with infusions at concentrations: C4: 100mg / mL; C3: 50 mg / mL-1; 
C2: 25 mg / mL-1; C1: 12.5 mg / mL-1, and as negative control (Co-), distilled water, and 
positive control (Co+), Picloram. The results showed that the yellow giant BRS hybrid 
presented the highest averages for diameter of the orthotropic branch, leaf width for the 
orthotropic and plagiotropic branches and did not differ statistically from BRS Rubi from 
cerrado, BRS Pérola from cerrado and from P. alata for plant internode length. In 
experiment II the species did not differ for the variables length of the orthotropic and 
plagiotropic branches; diameter of the orthotropic branch and number of plagiotropic 
branches. The species inside and between experiments showed similarities in the behavior 
of accumulated growth, in the period of flowering and fruiting. For fruit weight, pulp 
weight and transverse diameter characteristics, there were significant differences between 
species, and there was no difference between the species for titratable acidity and vitamin 
C. The grouping formed by the transferability data for the 26 species allowed the formation 
of groups according to the species belonging to the subgenera. The multivariate regression 
tree demonstrated that 14 microsatellite loci are required to identify the 26 species of the 
genus. The PE88, PA05 and PA08 locus were the most conserved for the species. Average 
values of PIC ranged from 0.10 to 0.69; Ho: 0.12 to 0.73; FM: 0.39 to 0.89; NA: 1.33 to 7. 
The NMR technique allowed the identification of glucose, fructose, sucrose, choline, 
alanine, glycine, tryptophan, asparagine, threonine and phenolic compounds for the 
aqueous extract. In the chloroform extract, the presence of flavonoids, alkaloids, tannins, 
lactones, saponins, fatty acids and aldehyde compounds were detected. In the macroscopic 
and microscopic test the infusions caused damages in the highest concentrations for 
germination, root growth and mitotic index, when compared to the negative control. And, 
there was an increase in chromosomal and nuclear changes at the highest concentrations. It 
was observed that the species studied present desirable chemical and physical 
characteristics for the consumer market and are in accordance with the Brazilian 
 legislation, and there was genetic diversity among them. The transferability data using 
microsatellites allowed to separate the species according to the subgenus, this shows the 
existence of conserved markers in the species of Passiflora. And, this marker also allowed 
to verify existing genetic diversity among the studied species. The spectrum of the aqueous 
extract showed three major regions: sugars, amino acids and phenolic compounds. 
Flavonoids and fatty acids were found in all species, and the alkaloid only in yellow giant 
BRS according to the spectra of the chloroform extract.  The infusions of the ten species 
caused phytotoxic, cytotoxic and genotoxic effects on the roots of Lactuca sativa in the 
macro and microscopic analyzes, being more frequent in higher concentrations. These 
changes may be related to the presence of phenolic compounds. Thus, it was concluded 
that the analyzes used allowed to differentiate the species according to the agronomic, 
molecular and phytochemical characteristics. This allows these species to be used in the 
plant breeding, conservation and pharmaceutical areas because they contain compounds 
that have therapeutic effects. 
 
Key words: Passifloracea, molecular marker, vegetative characterization; toxicity. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
1.1. Importância das espécies do gênero Passiflora    
O gênero Passiflora L. pertence à família Passifloraceae, sendo considerado como 
o maior representante em número de espécies, além de apresentar uma grande variação nas 
formas morfológicas. (FREITAS, 2011). No entanto, o Brasil contém uma vasta 
distribuição geográfica das espécies da família, apresentando cerca de 150 espécies 
conhecidas, distribuídas em quatro gêneros: Ancistrothyrsus Harms, Dilkea Mast, 
Mitostemma Mast e Passiflora. (BERNACCI et al. 2014). Um total de 141 espécies 
pertencem ao gênero Passiflora, das quais 82 são endêmicas no bioma Floresta Atlântica 
(Flora do Brasil 2020 em construção). Algumas dessas espécies possuem frutos 
comestíveis e podem ser consumidas in natura, em forma de farinhas de casca e sementes, 
chás e suco da polpa. Sendo que, as espécies que possuem maior interesse econômico são 
P. edulis fo. flavicarpa O. Deg., P. alata Curtis e P. edulis fo. Edulis. (RUGGIERO, 1987). 
A fruticultura brasileira é um dos segmentos da economia que vem se destacando e 
crescendo nos últimos anos, e ainda assim continua em expansão, tanto em relação à 
produção de frutas para consumo in natura como na industrialização, que representa mais 
de 47% do consumo de frutas. (IBRAF 2016). Além do mais, a fruticultura também tem 
papel importante nos aspectos socioeconômicos, por gerar emprego e renda, devido à 
necessidade de mão de obra nessa área. (SILVA, 2016).  
A cultura do maracujá é uma dentre as frutíferas que se destaca no país, por ser 
considerada como uma alternativa agrícola para produtores de agricultura familiar pelo 
rápido retorno econômico. (MELETTI, 2011). Entretanto, o maracujazeiro também se 
destaca pela qualidade de seus frutos, e estes serem ricos em vitaminas (A e C), sais 
minerais e apresentar propriedades farmacológicas. (LIMA, 2002).  
O Brasil é o maior produtor de maracujá, com uma produção de 838.244 toneladas 
na safra 2013/2014, em uma área colhida de 57.277 hectares, com produtividade média de 
14,63 t ha-1. As principais regiões produtoras de maracujá no Brasil são Nordeste e 
Sudeste, sendo a região Nordeste responsável por mais de 74% da produção nacional, com 
destaque para os estados da Bahia e Ceará. (IBGE, 2014). O avanço na cultura do 
maracujazeiro, está relacionado com a melhoria nas lavouras, isso é devido ao avanço 
tecnológico como melhoria no sistema de produção, melhoria na genética de materiais 
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cultivados que proporcionaram maiores ganhos na produtividade e desempenho 
agronômico. (FALEIRO et al., 2011). 
A expansão da cultura proporcionou aumento de doenças, as quais prejudicam a 
qualidade do fruto, produtividade e longevidade, reduzindo o valor comercial (FALEIRO 
et al., 2011), e essas doenças são causadas por fungos, bactérias e vírus. Além das doenças 
a cultura também sofre com veranicos e excesso de precipitação, que comprometem o seu 
rendimento. (KRAUSE et al., 2010). Devido a esses problemas, é necessário manter 
genótipos resistentes para serem usados em programas de melhoramento. Desta forma, 
pode-se destacar o uso de espécies silvestres que possuem as seguintes características: 
resistências a doenças, longevidade, autocompatibilidade, melhor adaptação em condições 
climáticas adversas, maior período de florescimento, androginóforo mais curto e maior 
quantidade de compostos químicos. (MELETTI et al. 2005; JUNQUEIRA et al. 2005). 
As espécies silvestres apresentam grande potencial para serem usadas em 
programas de melhoramento e como porta-enxertos (JUNQUEIRA et al., 2005), bem como 
podem ser usadas para melhorar as características físico-químicas da polpa, para que 
possam ser comercializadas como novas opções no mercado, para fruta exótica ou para 
melhorar as características funcionais (FALEIRO et al., 2015) desse gênero. Para que se 
possa aproveitar o potencial dessas espécies, que são de grande importância, são 
necessários estudos de caracterização, domesticação, melhoramento genético, 
documentação, divulgação e marketing. (FALEIRO et al., 2011). 
As espécies silvestres vêm apresentando grande importância em diversas áreas 
como farmacêutica, industrial, medicinal e em programas de melhoramento. Assim, torna-
se necessário um maior conhecimento sobre estas espécies e indicação de seus potenciais 
para as diversas áreas. (BERNARDES et al., 2016). Dentre as espécies silvestres existentes 
e que são usadas para melhorar as características das espécies comerciais, destacam-se: 
Passiflora cincinnata; Passiflora foetida; Passiflora maliformis; Passiflora mucronata; 
Passiflora quadrangularis;Passiflora suberosa.   
Passiflora cincinnata é conhecida como maracujá-mochila ou maracujá-do-mato, 
apresenta uma vasta distribuição geográfica podendo ser encontrada em Goiás, Minas 
Gerais, Bahia (OLIVEIRA JÚNIOR et al., 2010) e na região semiárida do Nordeste 
(CORREIA et al., 2010). O fruto dessa espécie é comercializado na entressafra do 
maracujá-amarelo na região Nordeste, sendo uma ótima opção para os agricultores por ser 
 20 
 
nativa da região (OLIVEIRA JÚNIOR et al., 2010). No entanto, contém apenas 21 acessos 
guardados em bancos de germoplasma no país. (FERREIRA, 2005). 
Passiflora foetida tem uma grande distribuição geográfica, sendo encontrada em 
Porto Rico, Jamaica, Antilhas e em toda a América do Sul, inclusive no Brasil. 
(BERNACCI, 2003). É conhecida como canapú-fedorento, maracujá-de-estalo ou 
maracujá-do-mato. (FARIA; STEHMANN, 2010). Essa espécie é a única do gênero que 
possui glândulas de resina (tricomas secretores), que têm uma elevada atividade de 
proteases, fosfatases ácidas e apresentam compostos como passifloricinas, inseticida alfa-
pironas e diversos compostos que são capazes de impedir a atividade de metaloproteases 
que estão envolvidas na invasão tumoral, metástase e angiogênese. (ROSA; DORNELAS, 
2012).  
Passiflora maliformis é uma espécie de ocorrência na América Central até o norte 
da América do Sul, e seu nome popular é maracujá cabaça doce, maracujá maçã e 
maracujá de osso. (SOUZA; MELETTI, 1997). Os frutos dessa espécie possuem polpa de 
cor alaranjada, suculenta e doce (BRAGA; JUNQUEIRA, 2000), sendo consumida na 
forma de suco (TEIXEIRA, 1994).  
Passiflora mucronata é conhecida popularmente como maracujá-de-restinga ou 
sururu. (LORENZI et al., 2006). É natural da Mata Atlântica, e ocorre desde o litoral sul da 
Bahia até o litoral norte de São Paulo. (BERNACCI et al., 2003). Apresenta um amplo 
período de florescimento, quando comparada às outras espécies de Passiflora, florescendo 
de fevereiro a novembro, e o seu florescimento  cessa em períodos mais chuvosos, 
principalmente em dezembro e janeiro. (MELETTI et al., 2011).  
Passiflora quadrangularis é cultivada em regiões com altitudes abaixo de 2500 m. 
(KILLIP, 1938). No Brasil encontra-se descrita nos estados de Amazonas e Maranhão e 
seu nome popular é maracujá-açu. (CERVI, 1997). Outro local de ocorrência dessa espécie 
é na Colômbia (GAZOLA et al., 2015), onde é conhecida como badea (HERNÁNDEZ; 
BERNAL, 2000), sendo consumida na forma de suco (GAZOLA et al., 2015), por sua 
polpa ser pouco ácida e açucarada (BRAGA; JUNQUEIRA, 2000). 
Passiflora suberosa é uma espécie tropical, encontrada nas Índias Ocidentais e em 
parte do México, América Central e do Sul. (ULMER et al., 2004). É usada como 
ornamental (VANDERPLANK, 1996), na medicina popular em tratamentos de 
hipertensão, sedativo, diabetes e doenças de pele (MILLER, 1998; ULMER et al., 2004). É 
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importante para o melhoramento de plantas, por apresentar um elevado teor de vitamina C 
e tolerância à Murcha de Fusarium e à verrugose. (MACHADO et al., 2015). Todavia, 
tem-se uma preocupação por ela ocorrer em regiões que sofrem ação antrópica, isso pode 
causar o desaparecimento dos genótipos que poderiam ser utilizados. (BERNACCI et al., 
2005). 
Para que se possa ter um maior conhecimento sobre as espécies silvestres e dos 
híbridos comerciais de maracujá que necessitam de informações em relação à 
produtividade e à qualidade dos frutos, é necessário usar metodologias que contribuam 
para sua caracterização agronômica, molecular, citogenética e botânica, assim, irão auxiliar 
em programas de melhoramento genético das espécies. (FALEIRO et al., 2011; SOARES 
et al., 2011; FREITAS et al., 2012; SOUSA et al., 2012).  
 
1.2. Caracterização morfológica e físico-química de maracujá 
O uso da caracterização morfológica (número de folhas, diâmetro e comprimento 
de ramos) (ANTUNES et al., 2014), juntamente com parâmetros genéticos são importantes 
para selecionar, gerenciar e certificar as variedades obtidas por programas de 
melhoramento (CRUZ; CARNEIRO, 2006; FONSECA et al., 2009; SANTOS et al., 
2012). Esta caracterização permite inferir as diferenças entre acessos de banco de 
germoplasma a partir de traços descritivos. (RABBANI et al., 1998). As variáveis 
biométricas estão relacionadas com altura de planta, diâmetro de caule e área foliar, que 
são usadas no monitoramento do crescimento das plantas, e estão diretamente relacionadas 
aos rendimentos da mesma. (COELHO; SIMÕES, 2010).  
Outra caracterização que deve ser feita é a físico-química, pois no mercado o 
maracujá tem maior valor comercial quando apresenta características de qualidades 
internas (sólidos solúveis, acidez, rendimento de suco) e externas (cor, tamanho, peso e 
ausência de defeitos), de acordo com os padrões de qualidade do mercado. (OCAMPO et 
al. 2013).  
A caracterização físico-química tem grande importância no melhoramento genético 
por verificar as propriedades organolépticas (JUNQUEIRA et al., 2010), e também está 
sendo realizada em bancos de germoplasma para obter informações sobre a descrição e 
classificação dos acessos, para identificar indivíduos com caracteres adequados 
(JUNQUEIRA et al., 2005), para que possam atender ao mercado consumidor e industrial. 
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A caracterização química é importante, pois os frutos de maracujá são climatéricos, 
e em seu período de amadurecimento passa por diversas mudanças. (SILVA et al., 2014).  
Assim, deve-se levar em consideração o índice de maturação, que compreende a coloração 
da casca ou alterações químicas (SS, AT, SST/AT, Vit C), em seu processo de 
amadurecimento (COELHO, 2010), pois esses índices são importantes para a análise da 
qualidade dos frutos pós-colheita (SILVA et al., 2014).  No consumo do fruto na forma in 
natura, o consumidor verifica as características externas, e a indústria leva em 
consideração acidez, que deve ser entre 3,2 e 4,5%, sólidos solúveis entre 15 a 16% e 
rendimento de polpa superior a 40%. (FOLEGATTI, MATSUURA, 2002). 
 Uma variedade é considerada desenvolvida para atender o mercado in natura 
quando possui as seguintes características: frutos grandes e ovais, resistente ao transporte, 
não perder sua qualidade no período de armazenamento, ter uma cavidade interna com 
bastante polpa. (ABREU et al., 2009). E, para ser utilizada na indústria deve apresentar 
casca mais fina, alto rendimento de suco, cor amarelo-dourada, cavidade interna com 
grande quantidade de polpa, teor de sólidos solúveis acima de 13 ºBrix. (BRUCKNER, 
2002).  
 Com isso, verifica-se a importância em caracterizar os híbridos que são 
desenvolvidos e lançados no mercado, como os híbridos BRS Gigante Amarelo (P. edulis 
flavicarpa x P. edulis flavicarpa), BRS Rubi do Cerrado (P. edulis azedo-roxo x P. alata x 
P. edulis azedo-amarelo) e BRS Pérola do Cerrado (Passiflora setacea) que foram 
lançados pela EMBRAPA para obter cultivares mais produtivas e resistentes a diversas 
doenças. (FALEIRO et al., 2008). No entanto, estes híbridos estão sendo cultivados em 
diferentes regiões do país, sendo necessárias maiores informações sobre o seu 
comportamento nesses ambientes de produção. (SANTOS et al., 2013). 
 Desta forma, é interessante obter estudos mais aprofundados sobre características 
agronômicas de cultivares comerciais para se ter um melhor conhecimento, para auxiliar a 
escolha de genitores e cruzamento entre espécies nos programas de melhoramento. 
(SOUZA et al., 2012).  
 
1.3. Caracterização molecular de espécies de Passiflora  
As espécies do gênero Passiflora despertaram interesse em diversas instituições de 
pesquisa em diferentes países devido a sua diversidade de espécies e desenvolvimento 
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econômico, sendo realizado a caracterização e avaliação de populações nativas e cultivadas 
(CERQUEIRA-SILVA et al., 2016), promovendo o desenvolvimento de estratégias de 
conservação e melhoria dos recursos genéticos (PÉREZ; D’EECKENBRUGGE, 2017). 
Uma das metodologias que está sendo usada para averiguar os recursos genéticos 
disponíveis em Passiflora são os marcadores moleculares. Estes permitem verificar um 
alto grau de polimorfismo sem a influência ambiental e também podem ser usados em 
qualquer estádio da planta ou até mesmo em cultura de tecido ou célula (FALEIRO, 2007), 
em maior velocidade e qualidade (VARSHNEY et al., 2005). 
 Estudos que envolvem marcadores moleculares para averiguar a variabilidade 
auxiliam na conservação e utilização de germoplasmas selvagens, pois permitem escolher 
estratégias melhores para a manutenção de germoplasma. (VIANA et al., 2010). Mas, 
também, são usados para verificar a diversidade genética existente entre espécies, sendo 
usados desde a caracterização do germoplasma até as etapas finais de seleção das plantas 
melhoradas. (FALEIRO et al., 2005). 
Existem diversos tipos de marcadores, dentre os quais  pode-se destacar os 
microssatélites ou SSR (Sequências Simples Repetidas), em estudo de diversidade. 
(PAIVA, 2013). Estes marcadores são amplamente usados por serem codominantes, 
multialélicos, polimórficos e reproduzíveis (SCHLÖTTERER, 2004), essas características 
fazem com que esses marcadores sejam eficientes em verificar e estimar diferenças alélicas 
e a variabilidade existente entre genótipos (PAIVA, 2013). E, também pode ser usado em 
diversos estudos como mapa de ligação, mapeamento de QTL, seleção assistida por 
marcadores, análise de parentesco, estudo de diversidade genética, estudo de fluxo gênico 
e de evolução. (CAVAGNARO et al., 2010; ZHU et al., 2011).  
Os marcadores microssatélites são específicos para a espécie, a qual é 
desenvolvida, e isso demanda um elevado custo por precisar de equipamentos e tempo. 
(LIU et al., 2011). Para contornar essa questão, está sendo realizada a transferibilidade 
entre espécies, ou seja, a transferência de primers microssatélites entre espécies 
estreitamente relacionadas para reduzir a necessidade de desenvolvimento de novos 
primers. (BARBARA et al., 2007). Por esta razão, há maior  interesse nos marcadores 
microssatélites que amplificam em espécies mais próximas. (LIU et al., 2011). Com isso, 
estudos vêm sendo realizados usando a amplificação cruzada em diversas espécies, como 
realizado por Oliveira et al. (2013), Cerqueira-Silva et al. (2014), Silva et al. (2014), para 
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espécies do gênero Passiflora; Siju et al. (2010), para a espécie Curcuma longa L.; Somta 
et al. (2009), para a Vigna radiata; Peterman et al. (2012), para o gênero Ambystoma e Lin 
et al. (2011), para seis espécies de Poaceae.  
 
1.4. Caracterização fitoquímica de Passiflora 
O uso de plantas para fins medicinais é uma antiga tradição de várias populações e 
ainda é um recurso alternativo aceito. (GOMES et al., 2017). Pois, produtos naturais 
derivados de plantas, como os flavonoides, terpenos e alcaloides, receberam atenção nos 
últimos anos por apresentarem propriedades farmacológicas, como atividades anti-
inflamatórias, antipiréticas e analgésicas. (SASIKALA et al., 2011). Dentre as diversas 
plantas que são usadas como medicinais destacam-se as espécies de maracujá, sendo 
utilizadas principalmente na cultura americana, asiática e europeia (GOMES et al., 2017), 
como, por exemplo, em países da América do Sul, que usam espécies de Passiflora em 
preparações farmacêuticas como componente ativo (COSTA et al., 2016). Na Colômbia, 
utiliza-se de folhas de P. tripartita var. molíssima por apresentar propriedades sedativas 
(INVIMA, 2006); e no Brasil, as espécies de P. alata e P. edulis estão incluídas na versão 
mais nova da Farmacopeia Brasileira (2010). As folhas das espécies são mais utilizadas por 
apresentarem  propriedades farmacológicas como antioxidantes, anti-inflamatórias, 
analgésicas, antiasmáticas e sedativa. (DHAWAN et al., 2004). 
A composição química das espécies de Passiflora ainda não está bem definida, no 
entanto,  tem-se desenvolvido estudos sobre as diferenças dos efeitos sedativos que são 
ocasionados pela presença de alcaloides e flavonoides. (TIWARI et al., 2016).  Dentre os 
flavonoides presentes nas espécies, o que é mais relatado são os flavonoides C-
glicosilados, que são os mais descritos e considerado o principal componente. 
(ULUBELEN et al., 1982; LI et al., 2011; ZUCOLOTTO et al., 2012). Estes compostos 
foram associados a diversos efeitos farmacológicos observados em diferentes espécies. 
(COLETA et al., 2006; Santos et al., 2006; Sena et al., 2009; Zucolotto et al., 2009; Gazola 
et al., 2015). Além dessas substâncias, as espécies também são ricas em ácidos fórmico, 
butírico, linoleico, linolênico, málico, oleico e palmítico; compostos fenólicos; 
aminoácidos como alanina; éster; açúcares (d-frutose, d-glicose e rafinose) e enzimas 
(catalase, pectina metil-esterase, fenolase). (TIWARI et al., 2016). Diversos estudos já 
foram realizados para verificar as propriedades terapêuticas de algumas espécies de 
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Passiflora como realizado por Braga et al. (2013); Colomeu et al. (2014); Wasicky et al. 
(2015); Wasicky et al. (2015); Vargas et al. (2007); Zeraik et al. (2011); Siebra et al. 
(2016); Cazarin et al. (2015); Deng et al. (2010); Benincá et al. (2007); Ayres et al. (2015); 
Asadujjaman et al. (2014);Movafegh et al.  (2008); Singh et al(2012).  
Estes estudos relatam os efeitos terapêuticos dos diversos extratos de diferentes 
partes de Passiflora, mas, também levam em consideração os subprodutos gerados das 
espécies. (CORRÊA et al., 2016). Estes subprodutos são promissoras fontes de moléculas 
bioativas para o desenvolvimento de medicamentos antidiabéticos, antimicrobianos, anti-
inflamatórios e antiproliferativos (CORRÊA et al., 2016), e essas possuem efeitos 
farmacológicos em diferentes órgãos como cérebro, sangue, sistemas cardiovascular e 
nervoso, processos bioquímicos e funções fisiológicas, incluindo proteossíntese, 
capacidade de trabalho, reprodução e função sexual (TIWARI et al., 2016).  
Desta maneira, verifica-se que o maracujá é de importância econômica e social no 
país, pois é considerado como o segundo em diversidade de espécies silvestres no mundo. 
Assim, gera um contexto favorável para o conhecimento e utilização dessas espécies de 
forma sustentável. As espécies silvestres vêm ganhando importância em diversas áreas 
como farmacêutica, industrial, medicinal e em programas de melhoramento genético, 
sendo necessário um maior conhecimento sobre estas espécies e indicação de seus 
potenciais para as diversas áreas. 
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2. OBJETIVO GREAL 
 
Caracterizar por caracteres agronômicos, moleculares e fitoquímicos  espécies silvestres e 
comerciais do gênero Passiflora gerando informações que agreguem conhecimento e 
orientem estudos de melhoramento, conservação, identificação e utilização.  
 
2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
1) Caracterizar de forma agronômica e físico-química as espécies Passiflora suberosa, 
Passiflora alata; Passiflora maliformis; Passiflora quadrangularis; Passiflora 
foetida; Passiflora mucronata; Passiflora cincinnata para averiguar o potencial 
dessas espécies para serem usadas em programas de melhoramento genético; 
2) Caracterizar os híbridos BRS Rubi do Cerrado; BRS Gigante Amarelo e BRS 
Pérola do Cerrado em relação ao seu desenvolvimento e qualidade dos frutos no 
Estado do Espírito Santo na cidade de Alegre.  
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CAPÍTULO 1 
DESEMPENHO VEGETATIVO E REPRODUTIVO DE ESPÉCIES DO GÊNERO 
Passiflora 
 
Resumo 
A cultura do maracujazeiro vem ganhando mercado no setor da fruticultura, por apresentar 
rápido retorno econômico aos agricultores. As espécies cultivadas comercialmente são 
Passiflora edulis, Passiflora edulis f. flavicarpa e Passiflora alata. No entanto, espécies de 
ocorrência natural estão ganhando maior enfoque por seus caracteres agronômicos, 
genéticos e químicos desejáveis, como resistência a fitopatógenos, qualidade de frutos e 
adaptabilidade. Além da importância de caracterizar espécies silvestres, também e 
necessario obter informações sobre o comportamento produtivo e a qualidade dos frutos 
dos híbridos que são lançados no mercado em diferentes regiões do país. Objetivou-se 
neste trbalho caracterizar de forma agronômica, fenológica e físico-química as espécies 
Passiflora suberosa, Passiflora alata; Passiflora maliformis; Passiflora quadrangularis; 
Passiflora foetida; Passiflora mucronata; Passiflora cincinnata para averiguar o potencial 
dessas espécies para serem usadas em programas de melhoramento genético; e caracterizar 
os híbridos BRS Rubi do Cerrado; BRS Gigante Amarelo e BRS Pérola do Cerrado em 
relação ao seu desenvolvimento e qualidade dos frutos. Dois experimentos foram 
conduzidos por um ano na área experimental do Centro de Ciências Agrárias e Engenharia 
da Universidade Federal do Espírito Santo, nos quais avaliou-se as características 
vegetativas: comprimento do ramo ortotrópico e do ramo plagiotrópico; diâmetro do ramo 
ortotrópico e plagiotrópico; comprimento entre nós; comprimento e largura da folha dos 
ramos ortotrópico e plagiotrópico; número de ramos plagiotrópicos. Os frutos foram 
avaliados quanto ao peso; peso da polpa com sementes; rendimento de polpa; número de 
sementes; diâmetro longitudinal e transversal; espessura e massa da casca. Dez  
marcadores microssatélites foram utilizados para a avaliação genética molecular das 
espécies. O híbrido BRS Gigante Amarelo apresentou as maiores médias para as 
características de diâmetro do ramo ortotrópico, lagura da folha para os ramos ortotrópico e 
plagiotrópico e não difereiu estatisticamente de BRS Rubi do cerrado, BRS Pérola do 
cerrado e de P. alata para comprimento de entre nó. As espécies silvestres e o híbrido BRS 
Rubi do Cerrado não diferiram para as variáveis comprimento dos ramos ortotrópico e 
plagiotrópico; diâmetro do ramo ortotrópico e número de ramos plagiotrópicos. As 
espécies apresentaram similaridades no comportamento de crescimento acumulado, no 
período de florescimento e frutificação. Houve diferenças significativas entre as espécies 
para peso do fruto, peso da polpa e diâmetro transversal. As espécies P. suberosa e P. 
foetida apresentaram maiores quantidades de frutos, porém com menor peso, sendo 
diferente das demais espécies que apresentaram menores quantidades de frutos com peso 
maior e adequado para o mercado in natura e industrial. Os frutos de todas as espécies 
apresentaram características dentro do recomendado por legislação relativas a sólidos 
solúveis, pH e vitamina C. O agrupamento com base nos microssatélites permitiu verificar 
as espécies mais similares, sendo que algumas coincidem com os dados de floração e 
frutificação. O comprimento e largura da folha do ramo plagiotrópico demonstram 
variabilidade existente entre as espécies P. suberosa, P. alata, BRS Gigante amarelo, BRS 
Rubi do cerrado, P. maliformis, P. foetida, P. cincinnata, P. quadrangularis e P. 
mucronata. As espécies P. suberosa, P. alata, BRS Gigante amarelo, BRS Rubi do 
cerrado, P. maliformis, P. foetida, P. cincinnata, P. quadrangularis e P. mucronata 
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apresentaram maior período de florescimento e frutificação na primavera e no verão. As 
espécies apresentam características químicas adequadas para a comercialização, e potencial 
para serem usadas no mercado de fruta fresca. Dados moleculares demonstra similaridade 
genética entre as espécies P. suberosa e P. foetida; P. maliformis e P. cincinnata; P. alata 
e P. quadrangularis; BRS Gigante amarelo e BRS Pérola do cerrado, mesmo apresentando 
diferenças nas demais avaliações feitas.  
 
Palavras - chaves: caracterização morfo-agronomica, SSR, espécies silvestres, 
Passifloraceae 
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Abstract 
The passion fruit culture has been gaining market in the sector of the fruit cultivation, 
because it presents a fast-economic return to the farmers. The commercially grown species 
are Passiflora edulis, Passiflora edulis f. flavicarpa and Passiflora alata. However, there 
are naturally occurring species that are gaining greater focus because they present desirable 
morphological, genetic and chemical characters for breeding programs. Wild species show 
resistance to phytopathogens, higher fruit quality and greater adaptability. Besides the 
importance of characterizing the wild species, it is also necessary to obtain information 
about the productive behavior and the quality of the hybrids that are released on the market 
in different regions of the country. Thus, our objective was to characterize, in an 
agronomic, phenological and physicochemical manner, the species Passiflora suberosa, 
Passiflora alata; Passiflora maliformis; Passiflora quadrangularis; Passiflora foetida; 
Passiflora mucronata; Passiflora cincinnata to investigate the potential of these species for 
use in breeding programs; and characterize the hybrids, BRS Rubi do Cerrado; BRS 
Gigante Amarelo and BRS Pérola do Cerrado in relation to their development and fruit 
quality in the State of Espirito Santo in the city of Alegre. Experiments I and II were 
assembled in DBC in the period of December 2015 (I) and May 2016 (II) in the 
experimental area of the Center of Agrarian Sciences and Engineering of the Federal 
University of Espírito Santo. The following vegetative characteristics were assessed: 
length of the orthotropic branch up to the date of pruning (CRO); length of the plagiotropic 
branch (CRP); diameter of the orthotropic branch (DRO) and plagiotropic (DRP); length 
between nodes (CEN); length (CF) and leaf width (LF) of the orthotropic and plagiotropic 
branches; number of plagiotropic branches (NRP). For physical-chemical characterization 
the following characteristics were evaluated: fruit weight (g); weight of pulp with seeds 
(g); pulp yield (%): pulp weight / fruit weight * 100; number of seeds; longitudinal 
diameter (mm); transverse diameter (mm); thickness of the shell (mm) and shell mass (g). 
For the molecular data, ten microsatellite markers were analyzed, six developed for 
Passiflora edulis and four for Passilora alata. The hybrid BRS Gigante Amarelo presented 
the highest averages for the diameter characteristics of the orthotropic branch, leaf width 
for the orthotropic and plagiotropic branches and did not differed statistically from BRS 
Rubi do cerrado, BRS Pérola do cerrado and from P. alata to length between nodes. In 
experiment II the wild species and the hybrid BRS Rubi do Cerrado did not differ for the 
variables length of the orthotropic and plagiotropic branches; diameter of the orthotropic 
branch and number of plagiotropic branches. The species inside and between experiments 
showed similarities in the behavior of accumulated growth, in the period of flowering and 
fruiting. For fruit weight, pulp weight and transverse diameter characteristics there were 
significant differences between the species. The species P. suberosa and P. foetida 
presented larger amounts of fruits, but lower weight, different from the other species that 
presented smaller quantities of fruits with greater weight and suitable for the fresh and 
industrial market. All species are in accordance with what is recommended by legislation 
for the following characteristics: soluble solids (SS), pH and vitamin C. The molecular 
clustering allowed to verify the junction of the most similar species, some of which 
coincide with the data of flowering and fruiting. The length and width of the leaf of the 
plagiotropic branch demonstrate the variability between the species P. suberosa, P. alata, 
BRS Gigante amarelo, BRS Rubi do cerrado, P. maliformis, P. foetida, P. cincinnata, P. 
quadrangularis and P. mucronata. The species P. suberosa, P. alata, BRS Gigante 
amarelo, BRS Rubi do cerrado, P. maliformis, P. foetida, P. cincinnata, P. quadrangularis 
and P. mucronata presented a longer period of flowering and fruiting in spring and 
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summer. The species present chemical characteristics suitable for commercialization, and 
potential to be used in the fresh fruit market. Molecular data shows genetic similarity 
between the species P. suberosa e P. foetida; P. maliformis e P. cincinnata; P. alata e P. 
quadrangularis; BRS Gigante amarelo and BRS Pérola do cerrado, even presenting 
differences in other assessments made.   
 
Keywords: morpho-agronomic characterization, SSR, wild species, Passifloraceae 
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1. Introdução 
O gênero Passiflora tem origem na América Tropical e Subtropical. No Brasil 
existem 144 táxons, dos quais  85 são endêmicos e o país é considerado centro de 
diversidade. (CERVI et al., 2010; BERNACCI et al. 2014). Apesar dessa quantidade de 
espécies existentes no país poucas são comerciais como Passiflora edulis Sims. 
(maracujazeiro-roxo),Passiflora edulis Sims. f. flavicarpa Deg.  (maracujazeiro-azedo) e a 
Passiflora alata Curtis (maracujazeiro-doce). (ATAÍDE et al., 2012). 
 A cultura do maracujazeiro apesar de ser crescente no país, é influenciada por 
diversos fatores que prejudicam o seu desenvolvimento, a produtividade e a qualidade dos 
frutos. (JUNQUEIRA, 1999). Assim, vem a importância do uso de espécies silvestres por 
apresentarem as características de: resistência a doenças e pragas, longevidade, 
autocompatibilidade, maior adaptação a condições climáticas adversas, período de 
florescimento ampliado, androginóforo mais curto, e maior concentração de componentes 
químicos que podem ser utilizados no melhoramento genético. (JUNQUEIRA et al., 2005; 
MELETTI et al., 2005).  
Para obter maiores informações e caracterizar as espécies silvestres são utilizadas 
metodologias de caracterização agronômica, molecular, citogenética e botânica. Estas 
espécies podem ser usadas em programas de melhoramento, intercambio de germoplasma, 
escolhas de genitores, planejamento de cruzamentos, moléculas e genes de interesse 
genético. (FALEIRO et al., 2011; SOARES et al., 2011; SOUSA et al., 2012). Apesar 
disso, os híbridos desenvolvidos em programas de melhoramento do maracujazeiro 
também necessitam de informações sobre o seu comportamento produtivo e da qualidade 
dos frutos (FREITAS et al., 2012), em diferentes regiões do país. 
As características morfológicas ou variáveis biométricas, principalmente os 
caracteres estruturais como: número de folhas, diâmetro e comprimento dos ramos e altura 
da planta estão relacionados com a produtividade e rendimento. (COELHO, SIMÕES; 
2010; ANTUNES, 2014). Desse modo, a utilização desses caracteres permite selecionar 
plantas vigorosas e com variabilidade desejada para o melhoramento. (LIMA et al., 2012). 
No entanto, informações sobre essas características ainda são escassas, sendo necessário 
estudos básicos com relação à caracterização e avaliação em germoplasmas de Passiflora. 
(FREITAS et al., 2011). 
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A caracterização fenológica de plantas de maracujá ainda é incipiente (SOUZA et 
al., 2012), esta análise é de suma importância para o melhoramento, principalmente em 
experimento de hibridação interespecífica, por gerar informações que facilitam a escolha 
de genitores em relação à época de florescimento (LAWINSCKI, 2010), o que permite 
fazer cruzamentos entre espécies que florescem no mesmo período do ano. 
As análises físico-químicas também são importantes para caracterizar as espécies 
de Passiflora. Esta análise tem sido realizada para verificar as propriedades organolépticas 
dos frutos, possibilitando uma melhor classificação das coleções de germoplasmas para 
serem usadas em programas de melhoramento, garantindo a qualidade dos frutos para o 
mercado in natura ou indústria. (JUNQUEIRA et al., 2010). Esta característica tem 
importância, pois o consumidor avalia o fruto por sua aparência (KRAUSE et al., 2012), 
desta forma um fruto de qualidade deve apresentar características internas (sólidos 
solúveis, acidez e rendimento) e externas (cor da casca, tamanho, peso, ausência de 
defeitos dos frutos) boas para atender o mercado consumidor (OCAMPO et al., 2013). 
Os marcadores moleculares estão sendo usados na caracterização de recursos 
genéticos (SOUZA, 2015), em estudos de diversidade genética, construção de mapas de 
ligação (KALENDAR et al., 2011), filogenético e sistemática, ecologia molecular, biologia 
de conservação, teste de paternidade (POCZAI et al., 2013). Dentre os marcadores 
existentes destaca-se os microssatélites ou SSR (Sequência Simples Repetida). Estes 
marcadores apresentam frequentemente níveis elevados de polimorfismo intra e 
interespecífico (ARIF et al., 2010), e possuem atributos desejáveis como 
hipervariabilidade, codominante, reprodutível e abundante no genoma (PARIDA et al., 
2009).  
Portanto, é importante caracterizar espécies silvestres e comerciais para que possa 
obter maiores informações em relação a seu crescimento, qualidade física e química de 
frutos para uso em programas de melhoramento genético. Dessa forma, objetivou-se 
caracterizar de forma agronômica, fenológica e físico-química as espécies Passiflora 
suberosa, Passiflora alata; Passiflora maliformis; Passiflora quadrangularis; Passiflora 
foetida; Passiflora mucronata; Passiflora cincinnata para averiguar o potencial dessas 
espécies para serem usadas em programas de melhoramento genético. Caracterizar os 
híbridos BRS Rubi do Cerrado; BRS Gigante Amarelo e BRS Pérola do Cerrado em 
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relação ao seu desenvolvimento e qualidade dos frutos no Estado do Espírito Santo na 
cidade de Alegre.  
 
 
2. Material e Métodos 
A caracterização vegetativa e dos frutos das espécies foi realizada em quatro 
genótipos comerciais e seis espécies de maracujazeiros silvestres descritos na Tabela 2. Os 
experimentos I e II foram realizados na área experimental do Centro de Ciências Agrárias e 
Engenharia da Universidade Federal do Espírito Santo (Tabela 1). 
Tabela 1. Descrição da montagem dos experimentos I e II com as espécies, época de 
plantio e avaliação, delineamento experimental.  
Experimento I 
Espécies Época de 
plantio 
Época de 
avaliação 
Delineamento  
Passiflora suberosa 
Dezembro 
de 2015 
12 meses 
(fevereiro de 
2016 a 2017) 
DBC (Blocos Casualizados) 
Com quatro blocos e com 
uma planta por parcela, 
totalizando 20 plantas 
Passiflora alata 
BRS Rubi do Cerrado 
BRS Gigante Amarelo 
BRS Pérola do Cerrado 
    
Experimento II 
Passiflora cincinnata 
Maio de 
2016 
12 meses 
(junho de 2016 
a 2017) 
 
DBC (Blocos Casualizados) 
Com três blocos e com uma 
planta por parcela, 
totalizando 21 plantas 
Passiflora quadrangularis 
Passiflora maliformis 
Passiflora foetida 
Passiflora mucronata 
BRS Rubi do Cerrado 
 
As plantas foram conduzidas usando o sistema em espaldeira vertical, com fios de 
arame liso nº 12, com 2 m de altura em relação ao solo, sendo conduzido apenas um ramo 
principal de cada espécie. As mudas foram obtidas em casa de vegetação a partir de 
sementes obtidas da EMBRAPA (dos híbridos comerciais, P. cincinata e P. maliformis). 
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Para as demais espécies as sementes foram oriundas de coletas realizadas em campo no 
estado do Espírito Santo. As sementes foram semeadas em bandejas de isopor, após 30 dias 
de  germinadas foram transferidas para tubetes (120 cm3), e após 22 dias  foram 
transplantadas para vasos (5 L), permanecendo por 20 dias e, posteriormente,  
transplantadas para  vasos de 110 L, para ter um maior controle de irrigação, pragas e 
doenças do solo e adubação. As adubações foram feitas de acordo com a análise de solo 
para cada experimento, e ao longo da condução da cultura foram feitas adubações de 
acordo com a necessidade das plantas.  
Foi realizada a poda do ramo ortotrópico (ramo secundário) para a formação dos 
ramos plagiotrópicos (ramo terciário), dos quais emitiram as flores e os frutos. A poda foi 
realizada quando o ramo ortotrópico atingiu em torno de 10 m, que foi após 210 dias nas 
espécies comerciais. A espécie P. suberosa não foi podada, por não atingir o tamanho. Nas 
espécies silvestres, a poda foi realizada entre 210 a 270 dias após a instalação do 
experimento, em decorrência das diferenças de crescimento entre espécies.  
Os comportamentos vegetativos e reprodutivos foram analisados mensalmente após 
a instalação do experimento. As características vegetativas avaliadas foram: comprimento 
do ramo ortotrópico até a data da poda (CRO, m); comprimento do ramo plagiotrópico 
(CRP, m); diâmetro do ramo ortotrópico (DRO, mm) e plagiotrópico (DRP, mm); 
comprimento entre nós (CEN, cm); comprimento da folha (CF, cm); largura da folha (LF, 
cm) dos ramos ortotrópico e plagiotrópico; número de ramos plagiotrópicos (NRP). O 
número de frutos foi contabilizado durante o ano.  
Os híbridos BRS Rubi do Cerrado,BRS Gigante Amarelo e BRS Pérola do Cerrado; 
as espécies P. foetida, P. suberosa, P. alata, P. maliformis, P. mucronata produziram 
frutos durante o ano de avaliação, e foi realizada a caracterização dos mesmos. As espécies 
P. quadrangularis e P. cincinnata não produziram frutos no período de avaliação. Foram 
avaliadas as características: peso do fruto (g); peso da polpa com sementes (g); rendimento 
de polpa (%): peso da polpa/peso do fruto * 100; números de sementes; diâmetro 
longitudinal (mm); diâmetro transversal (mm); espessura da casca (mm) e massa da casca 
(g). Para a análise química da polpa dos frutos foram utilizadas três repetições por amostra 
por espécie. Para cada amostra foi feita uma mistura de polpas oriundas de 3 a 10 frutos 
por planta individual, devido ao fato de algumas espécies não produzirem frutos na mesma 
quantidade. Também foram realizadas três replicatas por amostra. As variáveis mensuradas 
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na polpa foram: sólidos solúveis (SS), pH e vitamina C, avaliadas de acordo com AOAC 
(1998). A acidez titulável foi medida de acordo com o Instituto Adolfo Lutz. (IAL, 2008).  
A presença ou ausência de flores e frutos foi observada do primeiro ao 12º mês de 
avaliação e anotada de forma binária nos dois experimentos sendo feita a codificação dos 
dados com presença (1) e ausência (0) de florescimento e de frutificação.  
A matriz de dissimilaridade foi obtida utilizando a distância de coincidência 
simples, gerada pelo programa Genes (CRUZ, 2016) e foi realizado o agrupamento 
Vizinho mais distante. O teste de Tukey e as análises gráficas foram realizados no 
ambiente R (2016), utilizando-se o pacote ExpDes.pt. A curva de crescimento foi realizada 
com o acumulado de um mês para o outro até a poda. 
Para análise molecular foi realizada a extração do DNA das espécies de acordo com 
o protocolo proposto por Doyle e Doyle (1990) com modificações. A qualidade e 
concentração de DNA foram verificadas por meio de leitura da absorbância a 260 e 280 
nm, utilizando-se um espectrofotômetro. Foram analisados dez marcadores microssatélites, 
seis desenvolvidos para Passiflora edulis (PE74; PE64; PE18; PE15; PE75; PE88)  e os 
outros quatro para Passilora alata (PA 05; PA07; PA10; PA08). As condições de 
amplificação foram: 30 ng de DNA; master mix (500 µL PCR Go Taq Flexi; 200 µL dNTP 
(10 mM); 200 µL BSA (20 mg/mL); 62.5 µL Taq comercial); 1,16 μM de primer em um 
volume final de reação de 12,5 μL. A amplificação foi realizada utilizando-se em 
termociclador e programa com etapa de desnaturação a 94 ºC por 4 min seguido de 8 
ciclos, anelamento 55-65 ºC (de acordo com cada primer) por 40 s, extensão a 72 ºC por 50 
s. Seguido de 28 ciclos com desnaturação a 94 ºC por 1 min, anelamento a 58 ºC por 1 min 
e extensão a 72 ºC por 1 min; extensão final a 72 ºC por 7 minutos. A matriz de dados 
moleculares foi obtida de acordo a codificação dos alelos presentes em cada locus por 
espécie dos 10 primers. A matriz de distância foi gerada pela distância euclidiana,  e foi 
obtida por transformação de índice de complemento e o agrupamento utilizado foi o 
UPGMA. (CRUZ, 2016).  
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Tabela 2. Descrição das espécies comerciais e silvestres do gênero Passiflora. 
 
Espécies/Subgênero Potencial/Uso 
Alógama/Autógama 
NC* 
Referências 
P. suberosa/ 
Decaloba 
Porta-enxerto, Medicinal, Resistência 
Autógama 
NC: 24 
Kidoy et al. (1997); Junqueira et 
al. (2005); Aguiar (2011); Gomes 
(2013);Gosmann et al. (2011) 
P. foetida/ 
Passiflora 
Ornamental, Porta-enxerto, Medicinal, 
Resistência/Tolerância 
Autógama 
NC: 20 
Ingale; Hivrale (2010); Santos et 
al. (2011); Alexandre et al. 
(2013)  
P. alata/ 
Passiflora 
Ornamental, Porta-enxerto, Medicinal, 
Resistência/ Tolerância, Potencial comercial 
Alógama 
NC: 18 
 
Meletti et al. (2003); Alexandre et 
al. (2013); Morgado et al. (2015); 
Santos et al. (2016) 
P. mucronata 
Passiflora 
Ornamental, Porta-enxerto, 
Resistência/Tolerância 
Alógama 
NC: 18 
Meletti et al. (2011); Alexandre et 
al. (2013); Hurtado-Salazar et al. 
(2015); Morgado et al. (2015); 
Ocampo et al. (2016) 
P. cincinnata/ 
Passiflora 
Porta-enxerto, Medicinal, 
Resistência/Tolerância 
Potencial comercial 
 
Alógama 
NC:18 
 Junqueira et al. (2005); Agra et 
al. (2007);  
P. maliformis/ 
Passiflora 
Porta-enxerto, Medicinal, 
Resistência/Tolerância 
Potencial comercial 
 
Alógama 
NC: 18 
Fischer et al. (2010); Ramaiya et 
al. (2014) 
P. quadrangularis/ Porta-enxerto, Medicinal, Alógama Seaforth et al. (1983); Oliveira; 
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Passiflora Resistência/Tolerância/Potencial comercial NC: 18 Ruggiero (1998); Silva et al. 
(2005) 
BRS Rubi do Cerrado (RC) 
(P. edulis azedo-roxo x P. alata 
x P. edulis azedo-amarelo) 
Genótipo comercial obtido por seleção 
recorrente e avaliação de híbridos inter e 
intraespecíficos 
Alógama 
NC: 18 
EMBRAPA (2012) 
BRS Gigante Amarelo (GA) 
(P. edulis flavicarpa x P. edulis 
flavicarpa) 
Genótipo comercial obtido por seleção 
recorrente e avaliação de híbridos 
intraespecíficos  
Alógama 
NC: 18 
Braga et al. (2008) 
BRS Pérola do Cerrado 
Passiflora setacea  
 
Genótipo comercial obtido por seleção 
massal de população de acessos silvestres 
de diferentes origens  
Alógama 
NC: 18 
EMBRAPA (2013) 
 
*NC: número cromossômico. 
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3. Resultados 
O híbrido intraespecífico BRS Gigante Amarelo (GA) apresentou as maiores 
médias para diâmetro do ramo ortotrópico  largura de folhas  no ramo plagiotrópico. 
(Tabela 3). O híbrido interespecífico BRS Rubi do Cerrado (RB) apresentou maiores CF 
e LF no ramo ortotrópico e maiores comprimentos dos ramos ortotrópico e 
plagiotrópico. Passiflora alata teve maior comprimento do ramo plagiotrópico, maior 
diâmetro do ramo plagiotrópico e maior CF para ramo ortotrópico e plagiotrópico. O 
híbrido BRS Pérola do Cerrado (P. setacea) apresentou menor CRO em relação aos 
demais genótipos comerciais, entretanto o CRP foi similar aos demais comerciais (P. 
alata e BRS Gigante Amarelo). A espécie P. alata e os híbridos BRS Rubi do Cerrado e 
BRS Pérola do Cerrado apresentaram tamanho similar do DRO, sugerindo utilização 
dos mesmos como porta-enxerto. A espécie silvestre P. suberosa apresentou as menores 
médias para todas as características vegetativas avaliadas, entretanto o crescimento dos 
ramos plagiotrópicos foi em torno de 20 vezes maior que o CRO, diferente das demais 
comerciais que apresentaram CRP em torno de oito vezes maior que CRO. As espécies 
comerciais apresentaram os comprimentos de entrenós (CEN) similares (em torno de 10 
cm), superiores ao apresentado por P. suberosa (4,62 cm).  A partir dos entrenós 
surgem os ramos produtivos (plagiotrópicos), porém o NRP não diferiu entre as 
espécies comerciais e a silvestre. 
No experimento II as espécies P. maliformis, P. foetida, P. cincinnata, P. 
quadrangularis, P. mucronata e o híbrido interespecífico BRS Rubi do Cerrado não 
diferiram para as variáveis CRO, CRP, DRO e NRP. A semelhança na característica 
DRO, sugere a utilização destas espécies como porta-enxerto. O híbrido comercial BRS 
Rubi do Cerrado apresentou as maiores médias para CF e LF para os ramos ortotrópico 
e plagiotrópico e CEN. As espécies silvestres apresentaram menores médias para CEN. 
Passiflora quadrangularis apresentou maiores valores para DRP e CF do ramo 
plagiotrópico. Os caracteres dos ramos plagiotrópicos DR, CF e LF permitiram verificar 
maior diferença entre as espécies.  
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Tabela 3. Média das variáveis de crescimento vegetativo de espécies silvestres e dos híbridos comerciais do gênero Passiflora, realizado na 
cidade de Alegre -ES na área experimental do Centro de Ciências Agrárias e Engenharia da Universidade Federal do Espírito Santo, no ano de 
2016 a 2017. 
 
Legenda: CRO: comprimento do ramo ortotrópico; CRP: comprimento do ramo plagiotrópico; DRO: diâmetro do ramo ortotrópico; DRP: diâmetro do ramo 
plagiotrópico; CEN: comprimento entrenó; CF_RO: comprimento da folha do ramo ortotrópico; LF_RO: largura da folha do ramo ortotrópico; CF_RP: 
comprimento da folha do ramo plagiotrópico; LF_RP: largura da folha do ramo plagiotrópico; NRP: número de ramos plagiotrópicos. (1) Médias seguidas pela 
mesma letra, na coluna, não diferem entre si em nível de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.  
 
Espécies comeciais e 
silvestres 
                                                                           EXPERIMENTO I 
CRO 
(m) 
CRP 
(cm) 
DRO 
(mm) 
DRP 
(mm) 
CEN_RO 
(cm) 
CF_RO 
(cm) 
LF_RO 
(cm) 
CF_RP 
(cm) 
LF_RP 
(cm) 
NRP 
P. suberosa 2,13 c(1) 40,57 b 4,82 c 1,25 c 4,62 b 7,52 b 8,45 b 7,69 c 6,65 c 32,50 
P. alata 10,95 ab 82,95 a 16,80 b 4,52 a 11,25 a 17,1 a 12,45 b 12,8 a 8,51 bc 27,25 
BRS Gigante Amarelo 12,91 a 63,75 ab 30,49 a 4,32 ab 11,62 a 19,8 a 30,62 a 11,04 ab 13,65 a 37,25 
BRS Rubi do Cerrado 11,61 a 84,16 a 22,66 b 3,46 b 10,7 a 17,32 a 26,17 a 6,90 c 8,25 bc 29.00 
BRS Pérola do Cerrado 8,51 b 63,91 ab 16,45 b 4,45 a 10,25 a 11,45 b 14,2 b 10,97 b 11,00 ab 30,12 
                                                                                              EXPERIMENTO II 
P. maliformis 9,08 a 47,11 a 9,24 a 3,04 c 5,61 b 12,63 a 7,5 b 9,46 b 5,67 c 26,66 
P. foetida 10,95 a 57,33 a 9,28 a 1,32 d 6,05 b 9,61 ab 11,37 ab 4,93 d 4,53 c 18,00 
P. cincinnata 8,05 a 40,83 a 7,94 a 2,86 c 5,5 b 10,55 ab 14,6 ab 7,26 c 11,80 a 17,33 
P. quadrangulares 5,91 a 42,88 a 9,72 a 4,80 a 5,72 b 10,37 ab 10,5 ab 12,23 a 9,57 b 16,33 
P. mucronata 9,74 a 63,33 a 6,043 a 3,02 c 6.00 b 7,54 b 5,46 b 6,17 cd 4,29c 13,00 
BRS Rubi do Cerrado 9,70 a 57,11 a 10,33 a 3,58 b 8,88 a 13,21 a 20,05 a 10,58 ab 11,89 a 27,00 
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A curva de crescimento vegetativo acumulado das espécies comerciais e 
silvestres está demonstrada na Figura 1 (1 e 1C). O crescimento acumulado para as 
espécies comerciais (Fig 1 A) foi semelhante para os híbridos BRS Gigante Amarelo e 
BRS Rubi do Cerrado. Passiflora alata apresentou crescimento linear até 180 dias e, 
posteriormente, apresentou declínio. O híbrido Pérola do Cerrado apresentou 
crescimento menor em relação aos demais comerciais. Passiflora suberosa cresceu 
somente até os 60 dias. No experimento II todas as espécies apresentaram curva linear 
de crescimento do ramo ortotrópico. (Fig. 1C). Passiflora foetida e P. mucronata 
apresentaram curva e crescimento similares, embora P. foetida tenha apresentado 
desenvolvimento mais rápido, sendo podada após 210 dias. Passiflora maliformis e o 
híbrido BRS Rubi do Cerrado apresentaram curva de crescimento acumulado 
intermediário, sendo que o híbrido cresceu mais rápido. Passiflora cincinnata e P. 
quadrangularis tiveram o menor incremento de crescimento. (Fig 1C).  
As espécies comerciais apresentaram um período do ano sem flor e fruto em 
torno de quatro meses, no entanto, após a poda os híbridos intra e interespecíficos e P. 
setacea apresentaram aumento da floração e da frutificação. (Fig. 1B). Passiflora 
suberosa floresceu e frutificou o ano todo. No segundo experimento Passiflora foetida 
permaneceu em fase reprodutiva durante o ano todo, com flores e frutos. Da mesma 
forma P. mucronata apresentou flor e fruto durante 11 meses e dois meses com flores. 
Passiflora maliformis e o híbrido BRS Rubi do Cerrado apresentaram florescimento e 
frutificação em torno de seis meses do ano, principalmente na primavera e verão. 
Passiflora cincinnata e P. quadrangularis apresentaram maior período com flores, 
principalmente na primavera e com flores e frutos no verão e outono, sendo que P. 
cincinnata apresentou frutos só no outono. (Fig. 1D).  
De acordo com o agrupamento verificou-se a formação de três   grupos. O 
primeiro formado pelas espécies P. alata, P. suberosa e P. foetida, que apresentaram 
períodos semelhantes de florescimento e frutificação, sendo que P. alata coincide com 
P. suberosa entre o período de 180 a 360 dias, e em relação a P. foetida é de 60 a 270 
dias após a implementação do experimento. O segundo foi formado pelas espécies 
comerciais o híbrido GA, híbrido RC, com período de maior semelhança entre 180 a 
360 dias. O terceiro grupo formado por P. setacea e as silvestres P. quadrangularis, P. 
mucronata, P. maliformis, P. cincinnata e híbrido RC com período semelhante entre 
120 a 360 dias após a implementação. 
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As espécies P. suberosa e P. foetida apresentaram o maior número de frutos e 
menor peso de frutos. Nos genótipos comerciais os híbridos BRS Gigante Amarelo e 
Rubi do Cerrado apresentaram maiores quantidades de frutos em relação aos demais, 
sendo que o Gigante e Rubi apresentaram maior peso de frutos com 244 e 207 g, 
respectivamente. (Figura 3).  
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Figura 1. Curva de crescimento vegetativo acumulado do ramo ortotrópico até a data da poda (A e B), e período de florescimento (FL) e 
frutificação (FR) durante um ano (B; D) dos híbridos comerciais (BRS Gigante Amarelo; BRS Rubi do Cerrado; BRS Pérola do Cerrado) e 
espécies silvestres (P. suberosa; P. alata; P. maliformis; P. foetida; P. cincinnata; P. quadrangularis; P. mucronata). B: 1: BRS Rubi do 
Cerrado; 2: Passiflora alata; 3: BRS Gigante Amarelo; 4: BRS Pérola do Cerrado; 5: Passiflora suberosa, respectivamente) (D: 1: P. foetida; 2: 
P. mucronata; 3: P. maliformis; 4:BRS Rubi do Cerrado; 5: P. cincinnata; 6: P. quadrangularis, respectivamente.). 
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Figura 2. Agrupamentos das espécies comerciais e silvestres do gênero Passiflora quanto ao período de florescimento e frutificação.  Utilizou-se 
a distância de coincidência simples, a matriz de distância foi por dissimilaridade e o agrupamento foi vizinho mais distante, usando o programa 
Genes (2016). O ponto de corte foi feito de acordo com o  Mogena. 
 52 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Número total de frutos (A)  para Passiflora suberosa; Passiflora alata; BRS 
Gigante Amarelo; BRS Rubi do Cerrado; BRS Pérola do Cerrado; Número total de 
frutos (B) para P. maliformis; P. foetida;  P. mucronata e BRS Rubi do Cerrado. Peso 
dos frutos para as espécies (C) para Passiflora suberosa; Passiflora alata; BRS Gigante 
Amarelo; BRS Rubi do Cerrado; Peso dos frutos (D) para P. maliformis; P. foetida; P. 
mucronata. As letras maiúsculas entre as espécies comerciais (A) diferem 
estatisticamente em nível de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. E, as letras 
minúsculas entre as espécies comerciais e silvestres diferem estatisticamente em nível 
de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.  
 
As variáveis de caracterização dos frutos estão apresentadas na Tabela 4. 
Diferenças significativas foram detectadas entre as espécies quanto ao peso do fruto, 
peso da polpa e ao diâmetro transversal. No primeiro experimento a espécie P. suberosa 
diferiu-se das demais espécies comerciais em todos os caracteres físicos dos frutos. 
Os híbridos GA e RC apresentaram maior PP e DT, respectivamente. No 
entanto, GA apresentou maior PF (244,57 g) e maior DL (97,54 mm). Com relação ao 
NS e MC não houve diferença significativa entre os genótipos GA, RC e P. alata. Para 
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o rendimento de polpa, a média geral foi de 43,39%, tendo uma variação de 29 a 63% 
entre as espécies. 
Para as características SS e pH houve diferença significativa entre P. alata com 
os híbridos GA e RC, porém, os híbridos não diferiram entre si. As características AT e 
vit C não diferiram entre as espécies comerciais. 
No segundo experimento, somente as espécies P. maliformis, P. mucronata e P. 
foetida apresentaram frutos durante o ano de avaliação. A variável DT diferiu em todas 
as espécies. Passiflora maliformis apresentou maiores valores para PF, PP, EC e MC e 
menor valor para rendimento da polpa (% PS). Passiflora foetida apresentou menores 
valores de NS, DL e DT. As espécies P. foetida e P. mucronata não diferiram quanto a 
PF, % PS, EC e MC. Enquanto P. maliformis e P. mucronata não diferiram quanto a NS 
e DL. O rendimento médio de polpa foi de 60,04% entre as três espécies. Passiflora 
foetida e P. mucronata não diferiram quanto às variáveis: SS, AT, Vit C e pH.  
Quanto à análise com marcadores microssatélites verificou-se a formação de 
quatro grupos. (Figura 4). Um formado pelas espécies P. suberosa e P. foetida; outro 
pelas espécies P. maliformis e P. cincinnata; outro por P. alata e P. quadrangulares e; 
o último formado pelos comerciais (Híbridos intra e interespecíficos e P. setacea) e P. 
mucronata.
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Tabela 4. Médias da caracterização física e química dos frutos das espécies nativas e comerciais do gênero Passiflora, realizadas na cidade de 
Alegre -ES na área experimental do Centro de Ciências Agrárias e Engenharia da Universidade Federal do Espírito Santo, no ano de 2016 a 
2017. 
 
Espécies e/ 
ou híbridos 
EXP I 
PF 
(g) 
PP 
(g) 
-RP 
(%) 
NS 
DL 
(mm) 
DT 
(mm) 
EC 
(mm) 
MC 
(g) 
SST AT  Vit C pH 
P. suberosa 0,50 c(1) 0,32 c 63.07 a 18.86 b 9.53 c 9.04 d 0.05 b 0.13 b ------- ------- ------ ------ 
P. alata 137,36 b 38,62 b 29.68 c 221.68 a 82.97 b 64.64 c 9.40 a 98.22 a 22.55 a 0.3a 34.91 a 3.33 a 
BRS GA 244,57 a 107,46 a 43.61 b 277.67 a 97.54 a 88.24 a 11.91 a 134.94 a 13.39 b 
0.344 
a 
52.20 a 2.66 b 
BRS RC 207,29 ab 83,29 a 37.02 bc 208.45 a 92.48 ab 76.86b 7.87 ab 123.28 a 14.72 b 0.33 a 59.25 a 2.73 b 
 EXP II 
P. maliformis 69.88 a 31.34 a 43.09 b 209.14 a 68.09 a 58.81 a 3.52 a 37.74 a 
---------
- 
------- ------- ------ 
P. foetida 2.83 b  2.08 b 73.04 a 29.75 b 23.11 b 17.76 c 0.31 b 0.64 b 17.91 a 1.45 a 37.50 a 3.28 a 
P. mucronata 20.32 b 13.10 ab 64.00 a 214.76 a 55.42 a 26.77 b 1.01 b 6.73 b 17.89 a 1.23 a 26.50 a 2.37 a 
PF: peso do fruto; PP: peso da polpa com semente; PS: porcentagem de rendimento da polpa com semente; NS: número de sementes; DL: diâmetro 
longitudinal; DT: diâmetro transversal; EC: espessura da casca; MC: massa da casca; SS: sólidos solúveis (brix); AT: acidez titulável; Vit C: vitamina C. (1) 
Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si em nível de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. 
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Figura 4.  Agrupamento UPGMA obtido a partir da análise de dez microssatelites das espécies comerciais (BRS Gigante Amarelo, Rubi do 
Cerrado e P. setacea) e silvestres (P. suberosa, P.         alata, P. maliformis, P. foetida, P. cincinnata, P. quadrangularis, P. mucronata) do 
gênero Passiflora.  Utilizou-se a distância euclidiana, a matriz de distância foi por similaridade e o agrupamento foi UPGMA, usando o programa 
Genes (2016). O ponto de corte foi feito de acordo com o  Mogena.
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4. Discussão 
Por meio da análise morfológica das plantas verificou-se variabilidade genética 
existente entre as espécies. As características de maior variabilidade entre espécies 
foram DRP, CF_RP e LF_RP para as espécies silvestres e comerciais. (Tabela 3). Esta 
variabilidade existente é passível de exploração para o melhoramento genético de 
Passiflora, como foi verificado em 113 acessos de maracujá-amarelo para as 
características de número de frutos, peso de frutos, comprimento de frutos, largura de 
frutos e espessura de casca. (GONÇALVES et al., 2007). Uma elevada variabilidade 
genética permite estabelecer estratégias de seleção, favorecendo alelos favoráveis na 
população, como foi verificado por Oliveira et al. (2008) entre e dentre progênies de 
meios-irmãos de maracujá-amarelo para as características peso de fruto, rendimento de 
polpa, comprimento dos frutos e número de frutos. 
A característica DRO apresenta importância no melhoramento por permitir uso 
de espécies como porta-enxertos, e também ser considerada indicativo de vigor na 
planta. (MENEZES, 1990; KIMURA, 1994). Desta forma, o híbrido GA pode ser 
considerado uma planta vigorosa por ter apresentado maior diâmetro em relação às 
espécies comerciais. No entanto, P. alata, híbrido RC e P. setacea não diferiram nesta 
característica, bem como as espécies silvestres do experimento II também não diferiram. 
Assim, essas espécies podem ser usadas como porta-enxertos, uma vez que todas 
possuem relatos de resistência ou tolerância às doenças, como observado por Oliveira et 
al. (2013) em acessos de P. alata e P. cincinnata que foram resistentes a verrugose dos 
ramos. Oliari et al. (2016) observaram que a espécie P. mucronata pode ser utilizada 
como porta-enxerto por ser resistente a F. oxysporum f. sp. passiflorae, conforme 
verificado por Machado et al. (2015). O diâmetro é considerado um indicativo de vigor 
da planta (CAVICHIOLI et al., 2011), sendo importante para enxertia, principalmente 
porque pegamento entre porta-enxerto e enxerto depende da uniformidade dos 
diâmetros, que  vai permitir maior equilíbrio na circulação de seiva, e 
consequentemente, um bom desempenho da planta enxertada (NOGUEIRA FILHO et 
al., 2010). Em estudo com minienxertia com diferentes enxertos e porta-enxertos 
Alexandre et al. (2013) observaram que a combinação P. alata x P. edulis f. flavicarpa, 
apresentou porcentagem de pegamento de 68%, devido à diferença do caule entre as 
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duas espécies, e entre P. foetida x P. edulis f. flavicarpa, foi de 90%, devido ao rápido 
estabelecimento entre os tecidos. 
O maracujazeiro também necessita de outros fatores como intensa luminosidade 
para que possa ter um crescimento vegetativo vigoroso, maior taxa de florescimento, 
maior vingamento de frutos por ser uma planta tropical. (COSTA, 2005). A 
luminosidade pode ter influenciado o desenvolvimento do híbrido RC, que foi cultivado 
nos dois experimentos, em duas épocas distintas. No primeiro experimento, com 
implementação em dezembro (verão), estação do ano de maior período de 
luminosidade, este híbrido apresentou maior crescimento vegetativo. No segundo 
experimento implantado em maio (outono) este híbrido apresentou crescimento mais 
lento, o que pode estar relacionado à redução da luminosidade e, portanto, redução de 
atividade fotossintética e vigor. Quanto maior o período de horas de luz maior será a 
atividade fotossintética, assim a planta apresentará maior vigor. (BORGES et al., 2009). 
Todas as espécies apresentaram amplo período de florescimento e frutificação.  
Algumas espécies floresceram e frutificaram nos mesmos períodos como P. suberosa e 
P. foetida, BRS GA e RC, P. quadrangularis e P. cincinnata. (Figuras 1 e 2). A maioria 
das espécies floresceu na época de primavera e verão. Esta similaridade pode estar 
relacionada com o período de maiores horas de luz e também a temperatura adequada 
para floração que é de 21 a 25 ºC (BORGES et al., 2009), e no local de estudo variou de 
21 a 27 ºC, considerada como a faixa adequada para o florescimento e frutificação. 
Outro fator que pode ter influenciado na frutificação é a poda, pois após a realização 
desta, verificou-se um maior período de frutificação nas espécies (Figura 1).  
No experimento I com espécies comerciais e silvestre (P. suberosa) verificou-se 
período de florescimento e frutificação semelhante por seis meses entre os meses de 
agosto a fevereiro. No segundo experimento, com as espécies silvestres, este período foi 
similar de outubro a junho (oito meses). Meletti et al. (2011) observaram que P. 
mucronata floresceu de fevereiro a novembro na região de Monte Alegre do Sul e teve 
seu florescimento paralisado nos períodos de chuvas (dezembro e janeiro). Assim, foi 
possível observar o florescimento de julho a setembro, novembro a junho e não ocorreu 
florescimento no mês de outubro, o que  evidencia a importância de conhecer o período 
fenológico das espécies para que se possa fazer cruzamentos. Fato que pode estar 
associado às diferenças das  regiões  nas quais as espécies são cultivadas. 
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 Na análise de agrupamento as espécies P. suberosa e P. foetida que florescem e 
frutificam durante o ano todo foram agrupadas, junto com P. alata que passou a maior 
parte do ano em estágio reprodutivo. Wagner et al. (1990) também relataram em seu 
estudo o mesmo comportamento em relação ao florescimento de P. foetida. Entretanto, 
P. suberosa cultivada no Rio Grande do Sul apresentou florescimento apenas nos 
períodos de primavera, verão e outono. (MONDIN et al., 2011). Para P. alata em 
fragmentos de mata de tabuleiro verificou florescimento na época chuvosa 
(BENEVIDES, 2009), essa variação no ciclo fenológico dependendo do lugar de 
cultivo, pode estar relacionado às condições climáticas de cada região. No segundo 
grande grupo formado com base nos caracteres de florescimento e frutificação, pode-se 
verificar subdivisões, nas quais os híbridos GA e RC foram mais próximos e por 
apresentarem período de florescimento e frutificação semelhantes. As demais espécies 
P. cincinnata, P. maliformis e híbrido RC também foram mais proximamente agrupadas 
em comparação às P. mucronata e P. quadrangularis. Períodos similares de 
florescimento entre espécies podem favorecer hibridações interespecíficas. No 
melhoramento este conhecimento é importante para a escolha de genitores que 
apresentam florescimento sincronizado. (LAWINSCKI, 2010).  
A maioria das espécies de maracujazeiros é alógama (Tabela 2) e apresenta 
autoincompatibilidade do tipo homomórfico-esporofítico. (BRUCKNER et al., 1995). 
Assim, para a produção de frutos é necessário a polinização cruzada, portanto a 
presença de mais de uma planta com flores. Como verificado para a espécie P. edulis f. 
flavicarpa, se recomenda nove indivíduos com genética diferente (BRUCKNER, 
PICANÇO, 2001), para que se tenha produção de frutos.  Isto é observado nas espécies 
comerciais e nas espécies P. maliformis e P. mucronata que produziram quantidades 
menores de frutos em relação às espécies P. suberosa e P. foetida (Figura 3).  
As espécies autógamas, P. suberosa e P. foetida, apresentaram maior número de 
frutos, o que pode ser explicado por serem autocompatíveis e florescerem durante todo 
o ano, assim propiciando maior produção. Acioli (2003) reportou que P. suberosa 
frutifica o ano todo e é autocompatível, e este processo de autofecundação em algumas 
espécies de angiospermas está relacionado a fatores de evolução, permitindo que a 
planta se reproduza sem agentes externos.  
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O fato de as espécies dependerem de um polinizador para a fecundação pode 
estar relacionado à quantidade de flores presentes nas plantas para atrair polinizadores, 
sendo necessário um grande número de flores de forma simultânea para se tornarem 
mais atraentes. (ACIOLI, 2003). Este pode ser um dos fatores que levaram a uma menor 
produção de frutos nas espécies estudadas, pois apesar de algumas apresentarem o 
mesmo período de florescimento, promovendo uma maior quantidade de flores no local 
e favorecendo a presença de polinizadores, em outras situações algumas plantas da 
mesma espécie apresentaram florescimento tardio, isso pode ter influenciado a 
polinização e a formação de frutos. Stephenson (1981) observou que o número de flores 
e a forma como elas estão agrupadas no tempo e no espaço alteram a atração dos 
polinizadores e o fluxo de pólen. Também foi observado por diversos autores que 
demonstraram que os insetos visitam mais flores, de forma sucessiva se os números de 
flores aumentarem (KLINKHAMER et al., 1993; HARDER; BARRETT, 1996; SNOW 
et al., 1996; UTELLI; ROY, 2000). 
A caracterização física e química dos frutos indica se os frutos atendem o 
mercado consumidor, que exigem frutos de qualidade interna (sólidos solúveis, acidez, 
rendimento) e externa (tamanho, peso, cor da casca, ausência de defeitos). (OCAMPO 
et al., 2013). Quanto ao peso do fruto, as espécies comerciais apresentaram maior peso, 
com destaque para o híbrido GA, característica importante para os frutos destinados ao 
comércio de frutas frescas por apresentarem melhores preços. (NEVES et al., 2013). 
Frutos de maracujá para utilização in natura precisam ter peso médio acima de 180 g 
para garantir um bom valor comercial. (NEVES et al., 2013). Neste trabalho os híbridos 
apresentaram peso acima desse valor, e a espécie P. alata apresentou média próxima a 
esse valor, enquanto todas as silvestres apresentaram peso abaixo deste valor, portanto 
necessitando de melhoramento. Com relação às espécies silvestres os frutos de P. 
maliformis apresentaram potencial para comercialização e uso em melhoramento, por 
produzirem frutos com excelente qualidade de polpa e a casca rígida (SILVA, 2017) o 
que favorece o transporte.  
Outra característica de fruto importante para o comércio in natura é o 
rendimento de suco, que é inversamente proporcional à espessura da casca. 
(FERREIRA et al., 2010). Os híbridos GA e RC apresentaram valores de rendimento de 
suco, semelhantes ao encontrado pela EMBRAPA, que foram de 40 e 35% para GA e 
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RC, respectivamente. Em relação às espécies silvestres P. suberosa e P. foetida 
apresentaram maior rendimento, no entanto com menores peso de fruto, o que não se 
enquadra como adequado ao mercado consumidor e para indústria. A espessura da casca 
também é importante, pois permite resistência ao transporte do fruto e podem ser usadas 
na indústria farmacêutica. Para o comércio é melhor frutos com cascas mais finas por 
terem maior rendimento em polpa, entretanto, frutos com maior espessura são mais 
resistentes ao transporte e às doenças de pós-colheita. (SANTOS et al., 2009). 
 O teor de SS pode ser considerado uma medida indireta da quantidade de açúcar 
presente na polpa. (GRECO et al., 2014). Todas as espécies apresentaram valores de SS 
acima de 11º Brix, este valor é o recomendado para frutos de maracujazeiro-amarelo 
para o comércio. (NEVES et al., 2013). Esta característica é importante para a indústria, 
porque para se produzir 1 Kg de suco concentrado a 50º Brix é necessário em torno de 
11 kg de frutos com SST entre 11 e 12º Brix, então quanto maior o teor de SS menor 
será a quantidade de frutos necessários para concentrar o suco. (NASCIMENTO et al., 
2003). Assim, houve variação entre 13,39 a 22,55º Brix para as espécies estudadas, 
sendo necessaria uma menor quantidade de frutos para serem usados na produção de 
sucos concentrados. Os híbridos GA e RC apresentaram valores na faixa que foi 
encontrada pela EMBRAPA, sendo que, o recomendado é entre 13 a 15º Brix e o 
encontrado para o Gigante Amarelo foi de 13,39º Brix, e para Rubi do Cerrado foi de 
14,72º Brix. 
Para a AT todas as espécies apresentaram valor abaixo do mínimo recomendado 
que deve ser superior a 2,5. (MAPA, 2000). Este caráter é importante no processamento 
da fruta, pois a acidez adequada permite reduzir a adição de acidificantes no suco 
(NASCIMENTO et al., 1999), bem como a proliferação de microrganismos, 
favorecendo maior conservação do produto (NEGREIROS et al., 2008). Neste estudo 
verificou que todas as espécies apresentaram acidez baixa. Isto seria importante para 
mercado in natura, onde prefere frutos com acidez menor, ou seja, mais doce. 
(CAVICHIOLI et al., 2008). A acidez dos frutos está relacionada com a presença de 
ácido cítrico, que tem influência das condições nutricionais e com a temperatura. 
(CAVICHIOLI et al., 2008). Em relação à temperatura, quanto maior for a temperatura 
menor concentração de ácidos nos frutos. (RASMUSSEN et al., 1966; ALBRIGO, 
1992). Então, pode-se verificar que a frutificação ocorreu em épocas com temperatura 
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média variando de 24 a 27 ºC (primavera- verão), isto pode ter influenciado na acidez 
do fruto. Em estudo de caracterização físico-química de frutos de maracujazeiro 
amarelo verificaram que nos meses de maior temperatura (out-nov) teve uma menor 
quantidade de ácido cítrico, devido à alta taxa de transpiração dos frutos excedendo o 
ponto de compensação. (CAVICHIOLI et al., 2008). 
Com relação ao pH todas as espécies apresentaram valor adequado ao uso na 
industrialização de sucos, entre 2,5 e 3,5 (TOCCHINI et al., 1994), à exceção de P. 
mucronata. De acordo com a legislação brasileira, o pH deve estar dentro da faixa de 
2,7 a 3,8 (MAPA, 2000), o que inclui os resultados das espécies de P. foetida, BRS 
Rubi do Cerrado e P. alata. Entretanto, o pH sofre influência dos fatores ambientais e 
da própria planta. (MEDEIROS et al., 2009).  
 O teor de vitamina C indica o valor nutritivo do fruto. Todas as espécies 
estudadas apresentaram teores elevados desta vitamina, entre 26,5 a 59,25 mg 100 g-1. O 
maracujazeiro é considerado como boa fonte de vitamina C, apresentando de 15 a 40 
mg 100g-1.(GODOY et al., 2007). De acordo com a Tabela Brasileira de Composição de 
Alimentos (NEPA, 2004), os valores encontrados foram acima do que é recomendado 
para Passiflora edulis f. flavicarpa, que é de 20mg 100g-1. 
O agrupamento para os dados de marcadores microssatélites, permitiu identificar 
similaridades genéticas entre as espécies P. suberosa e P. foetida, que também 
apresentaram comportamento similar quanto ao florescimento e à frutificação. 
Comprtamento similar  foi observado por Viana et al. (2003), em estudo de diversidade 
genética entre espécies nativas de Passiflora usando marcador RAPD, em que P. foetida 
e P. suberosa se agruparam. Em agrupamento com dados agromorfológicos de 
Passiflora spp. verificaram que P. suberosa e P. foetida também se agruparam mesmo 
apresentando alta divergência entre elas. (CROCHEMORE et al., 2003). As espécies P. 
maliformis e P. cincinnata também se agruparam e o mesmo foi observado no 
agrupamento de florescimento e frutificação onde as espécies apresentam períodos 
semelhantes e também características vegetativas onde já não diferem 
significativamente em todas as características,  à exceção apenas no CF e LF do ramo 
plagiotrópico. O terceiro grupo formado por P. alata e P. quadrangularis não foi 
semelhante em todas as características avaliadas, no entanto, se agruparam com uso de 
marcador, demonstrando similariedade entre elas em nível de DNA.  Em estudo de 
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relação genética entre espécies de Passiflora com marcadores AFLP verificou-se que no 
dendograma formado pelos acessos que P. alata e P. quadrangularis pertencem ao 
mesmo ramo do dendograma correspondente a Quadrangulares. (OCAMPO et al., 
2004). O quarto grupo formado pelas comerciais e P. mucronata. Apesar de os híbridos 
serem bem distintos entre si, os híbridos GA e RC apresentaram semelhanças no 
período de floração e frutificação, nas características de crescimento vegetativo também 
foram semelhantes, apresentaram peso de frutos maiores e características químicas 
iguais. P. setacea e P. mucronata ficaram mais próximos no agrupamento de 
florescimento e frutificação e também na quantidade de frutos, demonstrando que P. 
mucronata apresenta maior similaridade genética em relação aos híbridos comerciais.  
 
5. Conclusões  
  O comprimento e largura da folha do ramo plagiotrópico demonstram 
variabilidade existente entre as espécies P. suberosa, P. alata, BRS Gigante amarelo, 
BRS Rubi do cerrado, P. maliformis, P. foetida, P. cincinnata, P. quadrangularis e P. 
mucronata.  
Os híbridos BRS Gigante Amarelo e Rubi do Cerrado podem ser plantados na 
região de Alegre - ES por apresentarem maiores peso de fruto, rendimento adequado, 
SS, pH e vitamina C dentro do que é recomendado por legislação. 
 As espécies apresentaram estímulo para a produção de frutos após a poda, à 
exceção de P. foetida e P. suberosa.  
As espécies P. suberosa, P. alata, BRS Gigante amarelo, BRS Rubi do cerrado, 
P. maliformis, P. foetida, P. cincinnata, P. quadrangularis e P. mucronata 
apresentaram maior período de florescimento e frutificação na primavera e no verão.   . 
As espécies apresentam características químicas adequadas para a 
comercialização, e potencial para serem usadas no mercado de fruta fresca.  
Dados moleculares demonstram similaridade genética entre as espécies P. 
suberosa e P. foetida; P. maliformis e P. cincinnata; P. alata e P. quadrangularis; BRS 
Gigante amarelo e BRS Pérola do cerrado, mesmo apresentando diferenças nas demais 
avaliações feitas. 
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CAPÍTULO 2 
 
DIVERSIDADE GENETICA DE ESPÉCIES DO GÊNERO Passiflora  
 
Resumo 
O gênero Passiflora é composto por quatro subgêneros: Passiflora, Decaloba, 
Astrophea e Deidamioide, cujas  especies silvestres pertencentes ao gênero apresentam 
grande importância nas áreas farmacêutica, medicianal, industrial e no melhoramento 
genético. Essas espécies apresentam grande variabilidade genética, tanto intra e 
interpopulacional.Uma das formas de averiguar essa variabilidade é por meio de 
marcadores moleculares, como os microssatélites. Estes marcadores também vêm sendo 
usados em estudos de transferibilidade entre espécies e gêneros mais próximos devido à 
presença de regiões flanqueadoras. Sendo assim, objetivou-se avaliar a transferibilidade 
de primers desenvolvidos para P. edulis e P. alata em 26 espécies nativas da Mata 
Atlântica, e propor identificação de espécies por perfil de transferibilidade e  identificar 
microssatélites conservados e polimórficos para análise genética. Para análise de 
transferibilidade foram usados 44 microssatelites desenvolvidos para P. edulis e P. 
alata, em 26 espécies de Passiflora pertencentes a Mata  Atlantica colhidas no Espírito 
Santo. Na analise de diversidade genética foram usados nove microssatélites em 150 
individuos e realizada a análise descritiva ( PIC: conteúdo de informação polimórfico; 
H0: heterozigosidade observada; FM: frequência máxima; NA: número de alelo; %A: 
porcentagem de perda de alelos). A árvore de regressão multivariada foi construída para 
identificar as espécies com base em macardor, utilizando os dados de transferibilidade 
para as 26 espécies e 32 primers.O agrupamento formado pelos dados de 
transferibilidade para as 26 espécies permitiu a formação de grupos de acordo com as 
espécies pertencentes aos subgêneros. A árvore de regressão multivariada demonstrou 
que são necessario 14 loci microssatélites para identificar as 26 espécies do gênero. Os 
locus PE88, PA05 E PA08 foram os mais conservados para as espécies. Os valores 
médios de PIC variou de 0.10 a 0.69; Ho: 0.12 a 0.73; FM: 0.39 a 0.89; NA: 1.33 a 7. 
Conclui-se, que os primers desenvolvidos para P. edulis e P. alata são eficazes e pode 
ser usado em estudos de diversidade de Passiflora, pois permite a distinção das espécies 
por meio da transferibilidade entre as espécies da Mata Atlântica.  O perfil de 
amplificação dos microssatélites por meio da transferibilidade, permite separar as 
espécies em subgêneros estudos, sendo que há uma maior taxa de transferibilidade para 
espécies do subgênero Passiflora. Os dados de diversidade genética evidenciaram 
regiões que são conservadas nas espécies, e isto também é observado nos dados de 
transferibilidade. 
 
Palavra-chaves: SSR; transferibilidade; variabilidade genética; espécies silvestres 
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Abstract  
The genus Passiflora is composed by four subgenera: Passiflora, Decaloba, Astrophea 
and Deidamioide, whose wild species that belong to the genus have great importance in 
the pharmaceutical, medicinal, industrial and genetic breeding areas. These species 
present great genetic variability, both intra and interpopulational. One way to verify this 
variability is through molecular markers such as microsatellites. These markers have 
also been used in transferability studies between species and nearer genera due to the 
presence of flanking regions. The aim of this study was to evaluate the transferability of 
primers developed for P. edulis and P. alata in 26 native species of the Atlantic Forest, 
and to propose species identification by transferability profile and to identify conserved 
and polymorphic microsatellites for genetic analysis. For analysis of transferability, 44 
microsatellites developed for P. edulis and P. alata were used in 26 Passiflora species 
belonging to Atlantic Forest harvested in Espírito Santo. In genetic diversity analysis, 
nine microsatellites were used in 150 individuals and the descriptive analysis was 
carried out (PIC: polymorphic information content, H0: observed heterozygosity, FM: 
maximum frequency, NA: allele number, % A: allele loss percentage). The multivariate 
regression tree was constructed to identify the species regarding the marker, using the 
transferability data for the 26 species and 32 primers. The cluster formed by the 
transferability data for the 26 species allowed the formation of groups according to the 
species that belonged to the subgenera. The multivariate regression tree demonstrated 
that 14 microsatellite loci were necessary to identify the 26 species of the genus. The 
PE88, PA05 and PA08 locus were the most conserved for the species. The mean values 
of PIC ranged from 0.10 to 0.69; Ho: 0.12 to 0.73; FM: 0.39 to 0.89; NA: 1.33 to 7. We 
concluded that the primers developed for P. edulis and P. alata are effective and can be 
used in studies of Passiflora diversity, since it allows the species to be distinguished 
through transferability among the species of Atlantic Forest. The amplification profile 
of the microsatellites through the transferability, allows to separate the species in 
subgenus studies, knowing that there is a greater transferability rate for species of the 
Passiflora subgenus. The data of genetic diversity evidenced regions that are conserved 
in the species, and this is also observed in the transferability data. 
 
Keywords: SSR; transferability; genetic variability; wild species 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
73 
 
 
1. Introdução 
O Brasil é considerado um dos centros de diversidade de espécies do gênero 
Passiflora, por abranger cerca de 200 espécies nativas, com propriedades medicinais, 
ornamentais e alimentícias (FALEIRO et al., 2005). As espécies que possuem maior 
importância econômica são Passiflora edulis Sims (maracujá-azedo) e P. alata Curtis 
(maracujá-doce). No entanto, as espécies silvestres apresentam interesse agronômico 
como: longevidade, período de florescimento ampliado, maior concentração de 
componentes de interesses farmacológicos, adaptação a condições adversas de clima e 
resistência a pragas e doenças (JUNQUEIRA et al., 2005; EMBRAPA, 2010). Além da 
sua importância econômica, as espécies de Passiflora também apresentam importância 
ecológica, por ser fonte de néctar para os polinizadores e fornecer frutos como alimento 
para diversas espécies da fauna. Dessa forma, as espécies do gênero são consideradas 
potenciadoras da biodiversidade (FARIA; STEHMANN, 2010).  
No Espírito Santo, a Mata Atlântica está restrita a 10,5% do território, que 
originalmente contava com 100% de sua superfície coberta pela floresta (Fundação SOS 
Mata Atlântica, 2015), resultante do corte de madeira, agricultura e plantação de 
eucalipto. Apesar de ter perdido mais de 90% do seu ecossistema, o Estado contém um 
número grande de unidades de conservação, comparado aos demais estados do país 
(MENDES; PADOVAN, 2000). A diversidade de passifloras no Espírito Santo é 
considerada alta em virtude do número de espécies ocorrentes, e não há muito 
conhecimento sobre a flora desse estado, assim é necessario estudos florísticos da 
família Passifloraceae s.s. (BORGES; MILWARD-DE-AZEVEDO, 2017), e esta 
família  tem  representatividade de dois gêneros (Passiflora e Mitostemma) e dos quatro 
subgêneros de Passiflora ocorrentes no Brasil (Passiflora, Decaloba, Astrophea e 
Deidamioides) (Figura 1). 
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Figura 1. Mapa de ocorrência das espécies de Passiflora e Mitostemma no Estado do 
Espírito Santo (BORGES, 2016). 
 
Estudos taxonômicos e filogenéticos, com auxílio de marcadores moleculares, 
sugeriram  que o gênero Passiflora seja dividido em quatro subgêneros:  Astrophaea, 
Decaloba, Deidamiodes e Passiflora (FEUILLET, MACDOUGAL, 2003; 
MUSCHNER et al, 2003; PÁDUA, 2005). Estes estudos contradizem com as hipóteses 
anteriores em que o gênero era composto em 22 (KILLIP, 1938) e 23 subgêneros 
(ESCOBAR, 1988). Estudos com base em análises de sequência genômicas como 
regiões plastidiais e mitocondriais indicam que os ancestrais do gênero Passiflora 
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chegaram na América Central e assim se diversificaram, com eventos de dispersão 
(MUSCHNER et al., 2012). O subgênero Passiflora, de acordo com esses autores, 
divergiu-se cerca de 32 a 38 milhões de anos atrás (Mya), indicando que é uma 
diversificação bem antiga (CERQUEIRA-SILVA et al., 2014).  
A utilização de marcadores moleculares para averiguar a diversidade genética 
inter e intraespecíficas em Passiflora, permiti a identificação de híbridos e parentais 
para serem usados em programas de melhoramento (VIANA et al., 2010). Os 
marcadores moleculares estão distribuídos no genoma e são eficazes, pois permitem a 
identificação de polimorfismo a nível de DNA, não sofrem influência ambiental e 
podem ser usados em qualquer estágio de desenvolvimento da planta (MIAH et al., 
2013; PAIVA, 2013). Dentre os diversos marcadores moleculares existentes, destaca-se 
os SSR (Simple Sequence Repeats) ou microssatélites, por serem codominantes, 
apresentarem alto nível de polimorfismo e reprodutibilidade (MIAH et al., 2013). Estes 
marcadores são ferramentas uteis para estudo de variação genética, mapeamento e 
melhoramento genético (MOHAMMADREZA et al., 2007; LI et al., 2011), e eles têm 
um alto nível de transferibilidade entre espécies estreitamente relacionadas (ZIYA et al., 
2016). 
No entanto, estudos com Passiflora que utilizam marcadores SSR ainda são 
incipientes considerando a grande diversidade de espécie. Apenas as espécies P. edulis 
(OLIVEIRA, 2005), P. alata (PÁDUA et al., 2005), P. cincinnata Mast. 
(CERQUEIRA-SILVA, 2012) e P. contracta Vitta (CAZÉ et al., 2012) apresentam 
marcadores misrossatélites desenvolvidos. Para contornar a situação estudos de 
transferibilidade de primers entre espécies vem sendo realizados (OLIVEIRA et al., 
2013). Microssatélites comuns entre diferentes espécies ocorrem devido à conservação 
das regiões flanqueadoras destes marcadores entre espécies e gêneros próximos 
(PAIVA, 2013). Microssatélites conservados vem sendo utilizados em diferentes 
estudos de transferibilidade envolvendo genética de populações (MARTIN et al., 2010; 
MISTURA et al., 2012; SINGH et al., 2012; YAN et al., 2017), identificação 
taxonômica e filogenia (BUDAK et al., 2004; KARACA et al., 2012; GARCIA-LOR et 
al., 2013; TULER et al., 2015) e em trabalhos de origem e evolução (TAN et al., 2017; 
THAKUR et al., 2018).  
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Neste trabalho objetivou-se avaliar a transferibilidade de primers desenvolvidos 
para P. edulis e P. alata em 26 espécies nativas da Mata Atlântica, e propor 
identificação de espécies por perfil de transferibilidade e  identificar microssatélites 
conservados e polimórficos para análise genética. 
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2. Material e Métodos 
2.1.  Área de estudo  
 A área de estudo compreendeu as áreas de extensão da Mata Atlântica e seus 
fragmentos remanescentes, sendo um único domínio encontrado no Espírito Santo, com 
suas diversas fisionomias: restingas, manguezais e florestas ombrófilas e estacionais 
(IBGE, 2012).  
 
2.2.  Análise Molecular 
2.2.1. Análise de transferibilidade  
Para a análise de transferibilidade foram considerados 26 indivíduos (P. 
sepciosa, P. misera, P. capsularis, P. racemosa, P. mediterrânea, P. amethystina, P. 
alata, P. sidifolia, P. contracta, P. suberosa, P. kermesina, P. velozii, P. junqueirae, P. 
mucronata, P. speciosa 2, P. rhamnifolia, P. edulis) relativos a 17 espécies das 
estudadas e ainda acrescidas as espécies P. sp1, P. sp 4, P. sp8, P. sp11, P. sp14, P. sp 
17 e P. sp19, que foram coletados no estado, mas que não apresentaram órgãos 
reprodutivos para a correta delimitação destas espécies. As demais espécies ocorrentes 
no estado não foram encontradas nas expedições a campo, o que inviabilizou sua 
utilização nestas análises. Foram avaliados 71 loci microssatélites (Apêndice III), dos 
quais 50 desenvolvidos para Passiflora edulis e 21 de Passiflora alata. Desses 71 loci 
microssatélites utilizou-se 44 loci para analise de transferibilidade, pois foram os que 
apresentaram  melhores perfis de amplificação, ou seja, amplificaram na maioria das 
espécies estudadas (BORGES, 2016).  A matriz de dados moleculares da análise de 
transferibilidade foi obtida de acordo com o perfil de amplificação, sendo que presença 
de amplificação foi codificada como 1 e a ausência como 0. 
 
2.2.2. Análise de genética de populações  
Na análise de genética de populações foram selecionados nove loci 
microssatélites que amplificram na maioria das espécies, de acordo com os dados de 
transferibilidade. Os microssatélites utilizados foram desenvolvidos para P. edulis 
(PE15, PE18, PE75, PE88, U04) e P. alata (PA05, PA07, PA08, PA10). Foi utilizada 
19 espécies coletadas nas regiões de Venda Nova do Imigrante, Conceição do Castelo; 
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Santa Teresa, Santa Maria de Jetibá, Sooretama e São Roque do Cannã, totalizando 150 
individuos (Tabela 1). Para avaliar o potencial de microssatélites conservados em 
análises populacionais os genótipos de cada espécie foram codificados por locus como: 
A matriz gerada dos dados moleculares para análise de população foi obtida de acordo 
com o perfil de amplificação dos nove primers, a codificação foi realizada conforme os 
dados para locus homozigotos e para locus heterozigotos. 
 
Tabela 1. Espécies de Passiflora pertencentes a cada subgênero com seus respectivos 
números cromossômicos e quantidade de indivíduos por local de coleta no Espírito 
Santo. 
Subgênero Espécies TI NC LC/ QI 
Astrophea P. rhamnifolia 4 - Sooretama (4) 
Deidamioide P. contracta 3 - Santa Teresa (3) 
Decaloba 
P. porophylla 20 12 
Santa Maria de Jetibá (9); Santa Teresa 
(4); Venda Nova do Imigrante (7) 
P. capsularis 8 12 
Venda Nova do Imigrante (6); Santa 
Teresa (2) 
P. suberosa 3 24 Venda Nova do Imigrante (3) 
P. misera 7 12 Sooretama (7) 
Passiflora 
P. amethystina 24 18 
Conceição de Castelo (10); São Mateus 
(14) 
P. kermsina 15 18 
Venda Nova do Imigrante (7); Santa 
Teresa (2); 
P. 
mediterrânea 
8 - Santa Teresa (8) 
P. sidifolia 7 - 
Venda Nova do Imigrante (3); São 
Roque do Canaã (4) 
P. racemosa 8 18 
Santa Teresa (4); São Roque do Canaã 
(4) 
P. mucronata 3 18 Sooretama (3) 
P. speciosa 9 24 
Santa Teresa (4); Sooretama (3); Santa 
Maria de Jetibá (2) 
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P. edulis 5 18 Sooretama (3); Santa Maria de Jetibá (2) 
P. alata 10 18 
Sooretama (4); São Roque do Canaã (3); 
Santa Maria de Jetibá (3) 
P. junqueirae 6 18 Venda Nova do Imigrante (6) 
Outras  
P. sp8 3 - Sooretama (3) 
P. sp11 3 - Sooretama (3) 
P. sp19 4 - Santa Teresa (4) 
Total  150   
TI: Total de Indivíduos; NC: Número Cromossômico; LC: Local de Coleta; QI: 
Quantidade de indivíduos por local. 
 
2.2.3. Extração de DNA e PCR 
A extração de DNA foi realizada usando o protocolo proposto por Doyle e 
Doyle (1990) com modificações. A qualidade e concentração de DNA foi verificada por 
meio de leitura da absorbância a 260 e 280nm, utilizando um espectrofotômetro.  
As condições de amplificação foram: 50 ng de DNA; tampão 1X; 1,6 mM de 
MgCl2; 0,25 μM de cada dNTP; 0,5 μM de primer; 1,0 U de Taq DNA polimerase em 
um volume final de reação de 13 μL. A amplificação foi feita por meio de termociclador 
utilizando o programa com etapa de desnaturação a 94 ºC por 4 min seguido de 8 ciclos 
de touchdown com desnaturação a 94 ºC por 40 s, anelamento a 58 ºC (com decréscimo 
de 0,5 ºC por ciclo) por 40 s, extensão a 72 ºC por 50 s. Seguido de 28 ciclos com 
desnaturação a 94 ºC por 1 min, anelamento a 58 ºC por 1 min e extensão a 72 ºC por 1 
min; extensão final a 72 ºC por 7 minutos. 
Os produtos provenientes da amplificação foram separados por eletroforese em 
gel de poliacrilamida 10% com voltagem de 80 volts por 3 h. Os produtos da 
amplificação foram corados com gel red e os resultados dos fragmentos amplificados 
foram visualizados sob luz UV em fotodocumentador.  
 
2.2.4. Arvore de regressão multivariada 
Visando a identificação de espécies com base em marcador, uma arvore de 
regressão multivariada foi construída utilizando os dados de transferibilidade para as 26 
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espécies e 32 primers (U02; UO4; U05; U09; U11; PE24; U12; PE04; PE13; PE42; 
PE38; PE58; PE29; PE14; PE04; PE90; PE09; PE88; PE66; PE02; PE74; PE15; PE18; 
PE37; PA03; PA14; PE64; PA02; PA05; PA07; PA08; PA20), pois foram retirados os 
primers que apresentavam o mesmo padrão de amplilficação ou dados que continham 
apenas 1, ou seja, padrão monomórfico, para não gerar ambiguidade na hora de rodar os 
dados. Esta análise não revela o grau de proximidade entre espécies, apenas uma chave 
dicotômica baseada em perfis de amplificação de microsatélites para a identificação 
destes. 
 
2.3. Análises Estatísticas  
Para análise de transferibilidade foi utilizado o índice de coincidência simples, e  
agrupamento  por UPGMA. O Programa estatístico das análises foi o R (2016). 
Para os dados de genética de população foram realizadas análises descritivas. O 
Programa estatístico das análises foi o programa Genes (2013).  
Para construção da arvore de regressão multivariada foi utilizado o programa 
estatístico das análises foi o R (2016). Foram utilizados os pacotes: tree, ggdendro, 
ggplot2.  
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3.  Resultados 
 
3.1.Transferibilidade  
O agrupamento gerado pelos dados de transferibilidade para as 26 espécies de 
Passiflora está representado na Fig. 2. Este agrupamento permitiu a formação de cinco 
grupos (Figura 1): primeiro grupo (G1) constituído pelas espécies P. sp 11, P. sp 1, P. 
kermesina, P. sp 19, P. sp 14 e P. rhamnifolia. O segundo (G2) com as espécies P. 
suberosa, P. porophylla, P. capsularis e P. contracta. O terceiro (G3) por P. 
mediterrânea, P. mucronata, P. amethystina, P. junqueirae, P. sidifolia e P. sp 17. O 
quarto (G4) formado por P. racemosa, P. sp 8, P. vellozii, P. alata, P. misera, P. sp 4 e 
P. speciosa e o quinto (G5) por P. edulis. As espécies P. porophylla e P. speciosa 
tiveram dois indivíduos presentes na análise molecular, por apresentarem características 
morfológicas distintas em campo, diferente do padrão encontrado para os demais 
exemplares coletados, os quais foram designados como P. porophylla* e P. speciosa*.  
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Figura 2. Heatmap gerado a partir de 44 SSR em 26 espécies de Passiflora. Preenchimento em vermelho é amplificação e em verde, não 
amplificação. G: Grupos que dividem as espécies; G: grupos que dividem os marcadores. (Fonte: Borges, 2016). 
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3.2. Identificação de espécies via microssatélites 
Com a árvore de regressão multivariada (Fig. 3) verificou-se que foram 
necessários apenas 14 loci microssatélites (PA03; PA14; U02; U05; U09; U11; PE04; 
PE13; PE24; PE29; PE41; PE42; PE58 e PE64) para identificar as 26 espécies do 
gênero Passiflora dos 32 loci utilizados na transferibilidade. Os ramos esquerdos da 
arvore informa ausência de amplificação do primer, e os ramos do lado direito informa 
presença de amplificação do primer. Para as espécies P. contracta, P. mucronata, P. 
speciosa, P. sp17, P. rhamnifolia, P. sp1, P. sp11, P. alata, P. racemosa, P. sp19 os 
primers PE24, U05, PE58, PE04, PA14, U02, PE41, U11 e PE41, respectivamente não 
amplificaram para essas espécies. E os mesmos primers e PE29, U09, PE42 
amplificaram para P. sp14, P. mediterrânea, P. amethystina, P. misera, P. speciosa*, P. 
edulis, P. junqueirae, P. sidifolia, P. suberosa, P. porophylla*, P. sp14, P. sp8, P. 
kermesina, P. velozii.  
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Figura 3. Árvore de regressão multivariada de 26 espécies do gênero Passiflora dos dados de transferibilidade. As espécies são representadas por 
cap: P. capsularis; por: P. porophylla; con: P. contracta; sp4: P. sp4; muc: P. mucronata; med: P. mediterrânea; ame: P. amethystina; spe: P. 
speciosa; mis: P. misera; speb: P. speciosa b; sp17: P. sp17; jun: P. junqueirae; sid: P. sidifolia; rha: P. rhamnifolia; sub: P. suberosa; porb: P. 
porophylla b; sp1: P. sp1; sp8: P. sp8; ala: P. alata; sp19: P. sp19; vel: P. velozii; rac: P. racemosa; ker: P. kermesina; edu: P. edulis. 
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3.3. Análise de loci microssatélites conservados entre espécies e subgêneros 
 Para as análises populacionais nos 150 indivíduos coletados das 19 espécies, e 
apenas nove loci foram utilizados, os mais conservados entre as espécies. Os nove loci 
microssatélites apresentaram em média sete alelos, variando de cinco (PE88) a nove 
alelos (PE15 e PE18) por loci. O conteúdo de informação polimórfica (PIC) variou de 
0.54 (PA08) a 0.83 (PE18) com média de 0.69. Verificou-se que os loci analisados mais 
conservados foram PE88, PA05 e PA08 (Tab. 2), de acordo com a quantidade de dados 
perdidos. A porcentagem de ausência de alelos foi menor para os loci PA05 (8), PA08 
(8) e PE88(10.7), e estes também apresentaram valores altos para Pic, He e FM 
(Frequência máxima). 
 
Tabela 2. Análise descritiva para os 150 indivíduos de 19 espécies do gênero Passiflora 
 
%A: Porcentagem de perda de alelos; NA: Número de alelos; PIC: Conteúdo de 
informação polimórfico; Ho: heterozigosidade observada; FM: frequência máxima. 
 
Para os subgêneros avaliados verifica-se que os loci PE88, PA05 e PA08 
também apresentaram menor porcentagem de alelos perdidos, principalmente para o 
subgênero Passiflora, demonstrando que esses loci são mais conservados devido a 
menor porcentagem de perda de alelo. Estes marcadores foram desenvolvidos para as 
espécies Passiflora edulis e Passiflora alata, ambas do subgênero Passiflora (Tab 3). 
Para o subgênero Passiflora o número de alelos por locus variou de quatro a nove, o 
PIC foi de 0.48 a 0.82, a heterozigosidade de 0.56 a 0.84 e a frequência máxima de 0.25 
a 0.59. Para Decaloba, o PA07 apresentou a menor porcentagem de alelos perdidos. No 
Locus % A NA PIC Ho FM 
U04 24.7 6 0.5571 0.6277 0.4649 
PE15 37.3 9 0.7114 0.7467 0.3936 
PE18 20.7 9 0.8316 0.8499 0.2083 
PE75 30.7 6 0.7414 0.7769 0.3019 
PE88 10.7 5 0.5904 0.6259 0.5672 
PA05 8 7 0.7864 0.8129 0.259 
PA07 14.7 7 0.7346 0.7661 0.3789 
PA08 8 7 0.5489 0.579 0.6187 
PA10 31.3 7 0.7359 0.7698 0.3269 
Média 20.68 7 0.69 0.73 0.39 
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entanto, PE88, PA05 e PA08 também apresentaram uma baixa porcentagem de alelos 
perdidos em relação aos demais. O número de alelo variou de 4 a 7, o PIC de 0.45 a 
0.75 e He de 0.48 a 0.79. Para o subgênero Astrophea os loci U04 e PA08 não 
apresentaram perda de alelo, e os loci PE88, PA05 e PA07 apresentaram as menores 
porcentagens de alelo perdidos. Este foi o subgênero que apresentou menor número de 
alelo (3 a 1), o Pic foi de 0 a 0.53, He variou de 0 a 0.61, isso pode ser devido à baixa 
amostragem de indivíduos. 
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Tabela 3. Análise descritiva para os subgêneros Passiflora, Decaloba e Astrophea. O 
número de indivíduos e as espécies pertencentes a cada subgênero encontra-se na 
Tabela 1. 
 
%A: Porcentagem de perda de alelos; NA: Número de alelos; PIC: Conteúdo de 
informação polimórfico; Ho: heterozigosidade observada; FM: frequência máxima. 
 
 
Passiflora 
Locus % A NA PIC Ho FM 
U04 19.2 4 0.4878 0.5687 0.5476 
PE15 35.6 9 0.7239 0.7583 0.3731 
PE18 19.2 9 0.8241 0.8428 0.250 
PE75 21.2 5 0.7399 0.7761 0.2988 
PE88 6.7 5 0.5589 0.5945 0.5979 
PA05 2.9 7 0.7738 0.8029 0.2723 
PA07 14.4 6 0.7134 0.7534 0.3483 
PA08 7.7 6 0.5718 0.6061 0.5885 
PA10 22.1 6 0.681 0.7264 0.358 
Média 16.56 6.33 0.67 0.71 0.40 
Decaloba 
U04 51.72 4 0.5849 0.6429 0.5 
PE15 41.38 7 0.5583 0.5848 0.6176 
PE18 24.14 5 0.7569 0.7903 0.2727 
PE75 65.52 5 0.673 0.7 0.5 
PE88 27.59 6 0.7122 0.7528 0.3333 
PA05 17.24 6 0.7529 0.7821 0.3542 
PA07 6.9 5 0.7572 0.7908 0.2407 
PA08 13.79 5 0.4518 0.4808 0.7 
PA10 51.72 5 0.6707 0.7143 0.4286 
Média 33.33 5.33 0.66 0.69 0.44 
Astrophea 
U04 0.0 2 0.3698 0.4898 0.5714 
PE15 42.86 2 0.3047 0.375 0.75 
PE18 57.14 2 0.3457 0.4444 0.6667 
PE75 28.57 2 0.2688 0.32 0.8 
PE88 14.29 2 0.2392 0.2778 0.8333 
PA05 14.29 3 0.5355 0.6111 0.5 
PA07 14.29 1 0.0 0.0 1 
PA08 0.0 2 0.2149 0.2449 0.8571 
PA10 57.14 2 0.3457 0.4444 0.6667 
Média 25.4 2 0.29 0.36 0.74 
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3.4. Análise entre e dentro de populações de uma espécie 
 
Considerando as populações das espécies P. alata, P. amethystina, P. kermesina, 
P. porophylla e P. speciosa, que foram colhidos em mais de uma localidade, de acordo 
com o descrito na Tabela 1. Foram realizadas análises populacionais para verificar a 
eficácia da utilização dos microssatélites conservados em análises genéticas 
populacionais, dentro de espécie.   
Para P. alata, verifica-se que não existe muita diferença entre as medias dos 
parâmetros calculados para as duas populações (Tab 4).  Para P. amethystina, a 
população 1 (P1) apresentou as menores medias para os parâmetros avaliados. Os loci 
U04, PE18, PA05, PA08 e PA10 não houve perda de alelos, a He variou de 0 a 0.75, Pic 
de 0 a 0.71, NA de 1 a 5 e Fm de 0.38 a 1. Na população (P2) teve uma maior 
percentagem de ausência de alelos, sendo que os loci PA05, PA07, PA08 e PE 18 
apresentaram uma menor porcentagem de alelos perdidos. A He variou de 0.2 a 0.75, 
Pic de 0.19 a 0.7, NA de 3 a 5, FM de 0.33 a 1. Para P. kermesina, verifica-se que a P1 
apresentou uma menor media de perda de alelos em relação a P2, tendo uma menor 
porcentagem de perda nos loci. No entanto, a P1 apresentou maiores medias de He (0 a 
0.78), Pic (0 a 0.74) e NA (1 a 5), e uma menor media de FM (0.29 a 1). Para P. 
porophylla, a P1 apresentou maiores medias para todos os parâmetros avaliados, exceto 
para FM. A P2 teve uma menor porcentagem de alelos perdidos para os loci U04, PE15, 
PE18, PE88, PA05, PA07, PA08. A He variou de o a 0.75, Pic de 0 a 0.70, NA de 1 a 4, 
FM de 0.25 a 1.  Passiflora speciosa os loci PE18, PE88, PA05, PA07 e PA08 não 
apresentaram porcentagem de alelos perdidos, no entanto a P1 teve maior média do que 
P2. A He variou de 0 a 0.5 e 0 a 0.67, Pic de 0 a 0.38 e de 0 a 59, FM de o.5 a 1 e de 
0.33 a 1, respectivamente para P1 e P2, e em relação ao NA variou de 1 a 3 para as duas 
populações. 
 
 
 
 
 
 
 
  
89 
 
Tabela 4. Análise descritiva para duas populações das espécies P. alata, P. amethystina, 
P. kermesina, P. porophylla e P. speciosa.  
Passiflora alata  
P1(n= 4 indivíduos)  P2(n= 3 indivíduos) 
Locus % A Ho Pic NA FM  % A Ho Pic NA FM 
U04 50.00 0.38 0.30 2.00 0.75  33.33 0.00 0.00 1.00 1.00 
PE15 50.00 0.50 0.38 2.00 0.50  33.33 0.50 0.38 2.00 0.50 
PE18 50.00 0.50 0.38 2.00 0.50  66.67 0.00 0.00 1.00 1.00 
PE75 25.00 0.44 0.35 2.00 0.67  0.00 0.67 0.59 3.00 0.33 
PE88 0.00 0.00 0.00 1.00 1.00  0.00 0.44 0.35 2.00 0.67 
PA05 0.00 0.72 0.67 4.00 0.38  0.00 0.44 0.35 2.00 0.67 
PA07 0.00 0.00 0.00 1.00 1.00  33.33 0.50 0.38 2.00 0.50 
PA08 0.00 0.53 0.47 3.00 0.63  0.00 0.61 0.54 3.00 0.50 
PA10 25.00 0.44 0.35 2.00 0.67  25.00 0.44 0.35 2.00 0.67 
Média 22.22 0.39 0.32 2.11 0.68  21.30 0.40 0.32 2.00 0.65 
Passiflora amethystina 
P1 (n= 10 indivíduos)  P2 (n= 14 indivíduos) 
Locus % A He Pic NA FM  % A He Pic NA FM 
U04 0.00 0.00 0.00 1.00 1.00  28.57 0.49 0.44 3.00 0.67 
PE15 40.00 0.28 0.24 2.00 0.83  42.86 0.66 0.61 4.00 0.50 
PE18 0.00 0.75 0.71 5.00 0.35  14.29 0.74 0.69 4.00 0.33 
PE75 10.00 0.68 0.62 4.00 0.44  42.86 0.75 0.70 4.00 0.25 
PE88 10.00 0.44 0.35 2.00 0.67  21.43 0.56 0.48 3.00 0.55 
PA05 0.00 0.32 0.27 2.00 0.80  0.00 0.55 0.52 5.00 0.64 
PA07 20.00 0.72 0.67 4.00 0.38  7.14 0.65 0.58 3.00 0.38 
PA08 0.00 0.18 0.16 2.00 0.90  0.00 0.20 0.19 3.00 0.89 
PA10 0.00 0.18 0.16 2.00 0.90  21.43 0.56 0.48 3.00 0.55 
Média 8.89 0.39 0.35 2.67 0.70  19.84 0.57 0.52 3.56 0.53 
Passiflora kermesina 
P1 (n= 7 indivíduos)  P2(n= 3 indivíduos) 
Locus % A He Pic NA FM  % A He Pic NA FM 
U04 0.00 0.57 0.50 3.00 0.57  33.33 0.00 0.00 1.00 1.00 
PE15 14.29 0.78 0.74 5.00 0.33  33.33 0.00 0.00 1.00 1.00 
PE18 14.29 0.72 0.67 4.00 0.33  0.00 0.61 0.54 3.00 0.50 
PE75 14.29 0.72 0.67 4.00 0.33  0.00 0.44 0.35 2.00 0.67 
PE88 14.29 0.44 0.35 2.00 0.67  0.00 0.44 0.35 2.00 0.67 
PA05 0.00 0.68 0.65 5.00 0.50  0.00 0.44 0.35 2.00 0.67 
PA07 0.00 0.73 0.68 4.00 0.29  0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 
PA08 0.00 0.00 0.00 1.00 1.00  33.33 0.00 0.00 1.00 1.00 
PA10 0.00 0.41 0.32 2.00 0.71  0.00 0.44 0.35 2.00 0.67 
Média 6.35 0.56 0.51 3.33 0.53  11.11 0.27 0.21 1.67 0.80 
Passiflora porophylla  
P1(n= 9 indivíduos)  P2(n= 4 indivíduos) 
Locus % A He Pic NA FM  % A He Pic NA FM 
U04 22.22 0.61 0.53 3.00 0.43  0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 
PE15 44.44 0.64 0.58 4.00 0.50  0.00 0.38 0.30 2.00 0.75 
PE18 11.11 0.75 0.71 5.00 0.38  0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 
PE75 22.22 0.65 0.58 3.00 0.43  75.00 0.00 0.00 1.00 1.00 
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PE88 11.11 0.00 0.00 1.00 1.00  0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 
PA05 0.00 0.67 0.61 4.00 0.44  0.00 0.75 0.70 4.00 0.25 
PA07 11.11 0.00 0.00 1.00 1.00  0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 
PA08 0.00 0.50 0.38 2.00 0.50  0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 
PA10 44.44 0.00 0.00 1.00 1.00  25.00 0.00 0.00 1.00 1.00 
Média 18.52 0.42 0.38 2.67 0.63  11.11 0.13 0.11 1.44 0.89 
Passiflora speciosa  
P1(n= 4 indivíduos)  P2(n= 3 indivíduos) 
Locus % A He Pic NA FM  % A He Pic NA FM 
U04 50.00 0.00 0.00 1.00 1.00  0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 
PE15 75.00 0.00 0.00 1.00 1.00  66.67 0.00 0.00 1.00 1.00 
PE18 0.00 0.50 0.38 2.00 0.50  0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 
PE75 25.00 0.44 0.35 2.00 0.67  0.00 0.67 0.59 3.00 0.33 
PE88 0.00 0.22 0.19 2.00 0.88  0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 
PA05 0.00 0.63 0.55 3.00 0.50  0.00 0.44 0.35 2.00 0.67 
PA07 0.00 0.38 0.30 2.00 0.75  0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 
PA08 0.00 0.38 0.30 2.00 0.75  0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 
PA10 25.00 0.00 0.00 1.00 1.00  33.33 0.00 0.00 1.00 1.00 
Média 19.44 0.28 0.23 1.78 0.78  11.11 0.12 0.10 1.33 0.89 
%A: Porcentagem de perda de alelos; NA: Número de alelos; Pic: Conteúdo de 
informação polimórfico; Ho: heterozigosidade observada; FM: frequência máxima. 
 
 
4. Discussão  
 
De acordo com o agrupamento formado (Fig 2), verifica-se que os grupos 
alocaram espécies próximas. No G1 foram agrupados táxons do subgênero Astrophea 
(P. rhamnifolia), quatro espécies ainda sem identificação, porém com caracteres 
morfológicos próximos de Astrophea e uma única espécie do subgênero Passiflora 
(Passiflora kermesina). O G2 foi constituído por espécies do subgênero Decaloba (P. 
capsularis, P. porophylla e P. suberosa) juntamente com P. contracta que pertence ao 
subgênero Deidamioides. Essa proximidade entre os subgêneros pode ser explicada pela 
filogenia proposta para o grupo, onde Deidamioides e Decaloba são mais próximos 
entre si (MUSCHNER et al. 2012), em relação a filogeneticamente de Astrophea que de 
Passiflora (MUSCHNER et al. 2003; MACDOUGAL; FEILLET, 2004). Os grupos 
(G3, G4 e G5) agruparam espécies pertencentes ao subgênero Passiflora,  à exceção da 
espécie P. misera, que pertence ao subgênero Decaloba e as espécies sem identificação 
(P. sp 4, P. sp 8 e P. sp 17). A espécie P. edulis ficou isolada das demais (G5), esse fato 
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pode ser justificado pela alta taxa de amplificação para a espécie, o que era esperado, 
dado que a maioria dos primers foram desenvolvidos para a espécie. 
A conservação de loci microssatélites entre espécies é dependente da 
coexistência de sítios específicos de anelamento do primer com a sequência genômica 
da espécie (SILVA et al. 2014). A transferibilidade dos loci, além de reduzir tempo e 
custo no desenvolvimento de marcadores específicos, também permitiu a distinção de 
espécies relacionadas filogeneticamente, como demonstrado em outros trabalhos a 
exemplo de Psidium (TULER et al., 2015) e Passiflora (MUSCHNER et al., 2012). O 
padrão de amplificação dos loci microssatélites nas espécies estudadas revelou três 
grupos de marcadores (Fig 1): os conservados na maioria das espécies, grupo GL1, e os 
poucos conservados, divididos nos grupos GL2 e GL3. 
O padrão de amplificação dos primers do grupo GL1 sugere que esses locus 
permaneceram conservados durante o processo evolutivo do gênero. De acordo com 
Ferreira-Ramos et al. (2014) marcadores conservados são indicados em estudos de 
diversidade genética. Além disso, os fragmentos amplificados pelos microssatélites 
entre diferentes espécies podem permitir a obtenção de marcadores associados a 
características de interesse (GRATTAPAGLIA et al., 2012). 
Para estudos intraespecíficos, marcadores de regiões variáveis são indicados por 
garantir amplificação de diferentes formas alélicas, evidenciando variações genômicas 
na espécie. Enquanto  para estudos que visam distinguir níveis taxonômicos 
hierárquicos superiores, como gênero, os marcadores de loci conservados podem 
garantir uma melhor discriminação dos táxons. Como exemplo o SSR U04, que não 
apresenta amplificação para nenhuma das espécies do subgênero Decaloba, 
evidenciando a ausência do loco no subgênero. No entanto para os demais é tido como 
um locus altamente conservado. 
Para confirmar esses dados, foi realizada uma arvore multivariada de regressão. 
De acordo com a arvore, verifica-se que são necessários 14 primers microssatélites para 
separar as espécies, sendo que ocorre uma semelhança das espécies que estão nos 
mesmos grupos gerado pelo Heatmap e da arvore de regressão. Estes grupos são: P. 
capsularis, P. porophylla e P. contracta; P. speciosa e P. speciosa*; P. junqueirae, P. 
sidifolia e P. sp17; P. sp11, P. sp1 e P. sp14; P. mediterrânea, P. mucronata e P. 
amethystina. Em estudos com 12 espécies de Campomanesia foram necessários 13 
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primers de microssatélites necessários para identificar as espécies (LUBER, 2017). E 
estudo com 16 espécies de Piper foram necessários nove primers para identificar as 
espécies (CHRIST, 2016). 
 Com relação a diversidade genética entre as espécies estudadas, verificou-se 
uma variação de 1 a 9 alelos em todos os locus avaliados (Tabela 2; 3; 4). Esse baixo 
número de alelos por loci, é devido as regiões conservadas do genoma com uma baixa 
taxa de mutação (PAIVA et al., 2014). No entanto, estudos realizados por Cazé et al 
(2012) e Cerqueira-Silva et al. (2012) também encontraram baixo número de alelos 
quando caracterizaram loci de SSR para P. contracta e P. cincinnata, respectivamente, 
apresentando um baixo número de alelo, que variou de 2 a 9 para ambas as espécies. 
Segundo Cerqueira-Silva et al. (2012), isso mostra que se tem um baixo número de 
alelos por locus e poucos marcadores SSR polimórficos tem sido característico do 
gênero. Reis et al. (2011) também verificou baixa quantidade de alelo em acessos de 
maracujá-amarelo que variou de 2 a 4, e segundo este autor, isto pode está relacionado a 
estreita base genética dos parentais, pois os agricultores fazem uso das sementes de seus 
pomares para a formação de um novo pomar, isso gera uma pressão de seleção. 
O PIC é calculado para informar o quanto cada primer foi informativo entre os 
acessos (PAIVA et al., 2014), e também é utilizado para verificar a qualidade do primer 
que é estudado (BOTSTEIN et al., 1980). O valor PIC maior que 0.5 evidencia que o 
marcador é altamente informativo; valores entre 0.25 e 0.50 são considerados 
razoavelmente informativo; e valores abaixo de 0.24 é considerado levemente 
informativo (BOTSTEIN et al., 1980). Neste estudo, observou uma variação em relação 
aos valores de PIC para os marcadores, variando de levemente a altamente informativo, 
sendo que os marcadores PE15, PE18, PE75 e PA05 foram mais informativos. Em 
estudo com P. alata Curtis, P. edulis Sims e P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. também 
foi verificado que os locus PE18 e PE 15 foram altamente informativos com valores de 
0.57; 0.55 e 0. 53 (MACIEL, 2015). Em estudo realizado por Reis et al. (2011) também 
houve variação do PIC entre 0 a 0.50 para a população MA1 de maracujá-amarelo. Já 
Oliveira et al. (2005) conseguiram valores de PIC variando de 0 a 0.81 em acessos de P. 
edulis. Bernal-Parra et al. (2014) encontraram valores variando de 0.74 a 0.90 para 
acessos de Passiflora ligularis Juss. Paiva et al. (2014) verificaram marcadores que 
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variaram de razoavelmente (028 – 0.31) a altamente (0.64-0.62) informativo em 
diferentes espécies de Passiflora.  
O baixo valor de PIC pode estar relacionado com a concentração da frequência 
alélica, isso ocorre quando todos os alelos não apresentam frequência semelhantes ou 
não apresentam distribuição alélica igualmente  (PAIVA et al., 2014), estes autores 
verificaram valores baixos de 0.28-0.31 para dois loci. Similarmente, neste estudo 
também houve valores baixos de PIC, principalmente no subgênero Astrophea e entre as 
populações das espécies  de P. alata, P. amethystina, P.kermsina, P. porophylla e P. 
speciosa. E os altos valores de PIC estão relacionados com o equilíbrio e a distribuição 
das frequências alélicas na população (MISSIO et al., 2010). Desta forma, os loci PE18, 
PE75, PE15 e PA05 podem ser selecionados para detectar diversidade genética nas 
espécies do gênero Passiflora, por serem considerados altamente informativos. Os 
valores de PIC também estão relacionados com o tamanho da população utilizada, ou 
seja, o polimorfismo do loco não foi explorado inteiramente devido a baixa quantidade 
de indivíduos em uma população, neste pode ocorrer a subestimação do valor de PIC 
(SILVA, 2010). Em estudo com Passiflora, quando utilizou apenas 10 plantas para a 
conservação dos acessos, verificou-se perda significativa no PIC, sendo que para P. 
cincinnata (60%) e P. alata (19%) (CASTRO et al., 2016).  
A heterozigosidade refere-se quanto da variação é existente na população e 
como ela é distribuída por meio de alelos em um determinado loco analisado 
(SIQUEIRA, 2008). Quando se analisa a Ho dentro população das espécies estudadas e 
no subgênero Astrophea este parâmetro chega a ter valores de zero para alguns locus 
analisados, demonstrando baixa variabilidade genética. Segundo Siqueira (2008), 
quando se tem uns valores baixos de Ho significa que se tem pouca variabilidade 
genética. Valores baixos também foram verificados por Reis et al. (2011) em progênies 
oriundas de dois ciclos de seleção recorrente de maracujazeiro-amarelo, em que 
apresentaram variação para a população MA0 de 0.04 a 0.60, e na população de MA1 de 
0 a 0.56. Em estudo realizado por Paiva et al. (2014), foram encontrados valores altos 
variando de 0.33 a 0.69. Em nosso estudo também verificados valores altos, 
principalmente em relação aos subgêneros Passiflora e Decaloba, e levando em 
consideração os 150 indivíduos. Valores mais elevados de heterozigosidade sugerem 
uma ampla variabilidade genética no gênero Passiflora (PAIVA et al., 2014).  A 
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variabilidade e diversidade genética no gênero pode estar relacionada à alogamia e 
autoincompatibilidade das espécies (PÉREZ-ALMEIDA et al., 2010). Portanto, a 
diversidade genética é influenciada pelos seguintes fatores: sistema de reprodução, 
dispersão das sementes, deriva genética, evolução e principalmente pela forma de vida 
(HU et al., 2014).  
 
 
5. Conclusão 
Os primers desenvolvidos para P. edulis e P. alata são eficazes e pode ser usado em 
estudos de diversidade de Passiflora, pois permite a distinção das espécies por meio da 
transferibilidade entre as espécies da Mata Atlântica.  
O perfil de amplificação dos microssatélites por meio da transferibilidade, permite 
separar as espécies em subgêneros estudos, sendo que há uma maior taxa de 
transferibilidade para espécies do subgênero Passiflora. 
Os dados de diversidade genética evidenciaram regiões que são conservadas nas 
espécies, e isto também é observado nos dados de transferibilidade. 
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CAPÍTULO 3 
FINGERPRINT DE EXTRATOS DE FOLHAS DE PASSIFLORAS E  
TOXICIDADE DE INFUSÕES EM  LACTUCA SATIVA L. 
Resumo 
As espécies do gênero Passiflora são usadas nas áreas, medicinal, industrial, agrícola e 
farmacêutica. No entanto, as espécies silvestres vêm sendo usadas na cultura popular 
por apresentarem atividades ansiolíticas, anti-inflamatória, cicatrizantes e antioxidantes. 
Desta forma, torna-se importante um maior conhecimento sobre as espécies silvestres 
em relação aos compostos metabólicos presentes e se eles apresentam ação tóxica sobre 
os organismos. Diante disso, objetivou-se obter o fingerprint dos extratos aquosos e 
clorofórmicos das espécies P. suberosa, P. alata, P. quadrangularis, P. foetida, P. 
cincinnata, P. maliformis, P. mucronata, P. setacea, BRS Rubi do Cerrado e BRS 
Gigante Amarelo, por meio da técnica de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) e 
verificar a toxicidade de extratos aquosos por meio de analises macroscópicas 
(germinação e crescimento radicular) e microscópicas (índice mitótico, aberrações 
cromossômicas e nucleares), em bioensaio com Lactuca sativa. Na caracterização 
fitoquímica foi utilizados extratos foliares aquosos e clorofórmicos de dez espécies de 
Passiflora e realizada ressonância magnética nuclear (RMN) usando o Espectro Bruker 
Avance III de 500 MHz. Para os testes macroscópicos e microscópicos foram colocadas 
para germinar 30 sementes de Lactuca sativa em contato com as infusões nas seguintes 
concentrações: C4: 100mg/mL; C3: 50 mg/mL
-1; C2: 25 mg/mL
-1; C1: 12,5 mg/mL
-1, e 
como controle negativo (Co-) água destilada e controle positivo (Co+) o Picloram. E foi 
analisado os seguintes parâmetros: porcentagem de germinação, índice de velocidade de 
germinação, comprimento da raiz e da parte aérea, índice mitótico, alterações 
cromossômicas e nucleares.Na composição dos extratos aquosos para RMN verificou-se 
a presença de glicose, frutose, sacarose, sucarose, colina, alanina, glicina, triptofano, 
asparagina, treonina e fenóis. Para os extratos clorofórmicos verificou um deslocamento 
químico característico para flavonoides, alcaloides, taninos, lactonas, saponinas, ácidos 
graxos e compostos do grupo aldeído. Houve uma redução nos parâmetros de 
germinação, crescimento radicular e índice mitótico nas maiores concentrações da 
infusão aquosa, quando comparados ao controle negativo. Verificou-se alterações 
cromossômicas (c-metáfase; cromossomo pegajoso; cromossomo com atraso; 
cromossomo perdido) e nucleares (micronúcleo; núcleo condensado) nas células 
meristemáticas das raízes de alface. O espectro do extrato aquoso demosntrou tres 
regiões principais: açucares, aminoácidos e dos compostos fenólicos. Os flavonoides e 
ácidos graxos foram encontrados em todas as espécies, e o alcaloide apenas em BRS 
gigante amarelo de acordo com os espectros doe xtrato clorofórmico. As infusões das 
dez espécies causaram efeitos fitotóxicos, citotóxicos e genotóxicos nas raízes de 
Lactuca sativa nas analises macro e microscópicas, sendo mais frequentes nas maiores 
concentrações. Essas alterações podem estar relacionadas com a presença de compostos 
fenólicos. Desta forma, conclui-se que a técnica de 1HRMN permitiu identificar e 
caracterizar compostos metabólicos primários e secundários dos extratos aquosos e 
clorofórmicos das espécies do gênero Passiflora. E as infusões aquosas promoveram 
alterações nas células das raízes meristemáticas, causando efeitos fitotóxicos, 
citotóxicos e genotóxicos.  
 
Palavra- chaves: RMN; fitotoxicidade; alface; macroscópica; microscópica. 
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Abstract  
Species of the genus Passiflora are used in medicinal, industrial, agricultural and 
pharmaceutical areas. However, wild species are used in popular culture because they 
present anxiolytic, anti-inflammatory, cicatrizing and antioxidant activities. Thus, a 
greater knowledge about the wild species regarding the present metabolic compounds 
and whether they present toxic action on the organisms becomes important. In this 
study, we aimed to obtain the fingerprint of aqueous and chloroform extracts of the 
species P. suberosa, P. alata, P. quadrangularis, P. foetida, P. cincinnata, P. 
maliformis, P. mucronata, P. setacea, BRS Rubi do Cerrado and BRS Gigante 
Amarelo, by the NMR (Nuclear Magnetic Resonance) technique and verify the toxicity 
of aqueous extracts by macroscopic (germination and root growth) and microscopic 
analyzes (mitotic index, chromosomal and nuclear aberrations), in a bioassay with 
Lactuca sativa. In the phytochemical characterization, we used aqueous and chloroform 
extracts of ten Passiflora species and nuclear magnetic resomance (NMR) was 
performed using the 500-MHz Bruker Avance III Spectrum. For macroscopic and 
microscopic tests, 30 seeds of Lactuca sativa were germinated in contact with infusions 
in the following concentrations: C4: 100mg/mL; C3: 50 mg/mL
-1; C2: 25 mg/mL
-1; C1: 
12.5 mg/mL-1, and as negative control (Co-) distilled water and positive control (Co +) 
Picloram. The following parameters were analyzed: percentage of germination, 
germination speed index, root and shoot length, mitotic index, chromosomal and 
nuclear alterations. In the composition of aqueous extracts for NMR, we verified the 
presence of glucose, fructose, sucrose, choline, alanine, glycine, tryptophan, asparagine, 
threonine and phenols. For the chloroform extracts, a characteristic chemical shift was 
found for flavonoids, alkaloids, tannins, lactones, saponins, fatty acids and compounds 
of the aldehyde group. There was a reduction in the parameters of germination, root 
growth and mitotic index at the highest concentrations of the aqueous infusion, when 
compared to the negative control. Chromosomal (c-metaphase, sticky chromosome, 
delayed chromosome, lost chromosome) and nuclear (micronucleus, condensed nuclei) 
alterations were observed in the meristematic cells of the lettuce roots. The spectrum of 
the aqueous extract showed three main regions: from sugars, amino acids and phenolic 
compounds. Flavonoids and fatty acids were found in all species, and the alkaloid was 
only found in BRS gigante amarelo according to the chloroform extracts spectra. The 
infusions of the ten-species caused phytotoxic, cytotoxic and genotoxic effects on the 
roots of L. sativa in the macro and microscopic analyzes, and it was more frequent at 
higher concentrations. These changes may be related to the presence of phenolic 
compounds. Thus, it is concluded that the 1HRMN technique allowed to identify and 
characterize primary and secondary metabolic compounds of the aqueous and 
chloroform extracts of the Passiflora species. And the aqueous infusions promoted 
changes in meristematic root cells, causing phytotoxic, cytotoxic and genotoxic effects.   
 
Keywords: NMR; phytotoxicity; lettuce; macroscopic; microscopic. 
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1. Introdução 
As plantas medicinais são usadas para tratamento, cura e prevenção de doenças, 
sendo um habito que acompanha a humanidade (ESTEVAM et al., 2017). De acordo 
com a Organização Mundial da Saúde (OMS), em países subdesenvolvidos, 80% da 
população faz uso de plantas medicinais para cuidados básicos e na medicina tradicional 
utiliza 85% de extratos de plantas (WHO, 2016). 
As espécies de Passiflora possuem uma longa história de uso como plantas 
medicinais, sendo utilizadas desde o século XVII na Europa como sedativos (WOSCH 
et al., 2015). Atualmente, essas espécies são amplamente usadas em medicamentos 
tradicionais, principalmente como sedativos e ansiolíticos (CORRÊA et al., 2016). No 
entanto, seu uso foi estudado cientificamente em poucas espécies do gênero (FARAG et 
al., 2016).  Assim, na Farmacopeia Brasileira estão registradas Passiflora alata e 
Passiflora edulis var. flavicarpa (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2011).  
Em diversos estudos realizados com espécies do gênero Passiflora foram 
identificadas substâncias polifenólicas (ZERAIK; YARIWAKE, 2010), ácidos graxos 
poli-insaturados (KOBORI; JORGE, 2005) e fibras (CÓRDOVA et al., 2005). No 
entanto, os constituintes químicos encontrados com maior frequência são os 
flavonoides, especialmente os C-glicosilados, que são descritos como os principais 
constituintes (COSTA et al., 2016). Vários estudos estão sendo realizados para 
identificar as substancias química presentes nas espécies, como: saponinas, vitexina, 
isovitexina e isoorientina em folhas de P. edulis (WANG et al., 2013; DA SILVA et al., 
2013); apigina-6-C-a-L-ramnopyranosyl-(1/2)-(600-Oacetil)-b-D-glucopiranoside em 
folhas de P. bogotensis (COSTA et al., 2015); apigenina em pericarpo de P. 
quadrangularis L. (GAZOLA et al., 2015); ácido edulico em casca de P. edulis Sims 
(LEWIS et al., 2013); polissacarídeo em P. edulis f. flavicarpa Deg. (SILVA et al., 
2012), entre outros compostos. 
As espécies do gênero Passiflora apresentam composições químicas 
heterogêneas (WOHLMUTH et al., 2010; LI et al., 2011; ZUCOLOTTO et al., 2012), 
sendo importante identificá-las e caracterizá-las por apresentarem graus de eficiência 
terapêutica distintas (WOSCH et al., 2017). Uma alternativa para investigar a toxicidade 
de compostos químicos são os ensaios biológicos com modelos vegetais (GRANT, 
1999).  
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Os modelos vegetais são indicados por apresentaremsimplicidade e baixo custo, 
além de possuir correlação com outros modelos e sistemas testes, incluindo animais 
(BIANCHI et al., 2015). Dentre os bioensaios com plantas tem-se Lactuca sativa 
(alface), utilizada por apresentar um considerável grau de contato com a solução em 
estudo, alta sensibilidade, elevado número de sementes e cromossomos grandes 
(CAMPOS et al., 2008). Além disso, é definido como estático e pode ser usado em 
avaliações de toxicidade aguda (ANDRADE et al., 2010), sendo confiável, pois 
dificilmente fornece resultados falsos (AGUIAR et al., 2016). Os testes são realizados 
por meio de ensaios macroscópicos, que representam fitotoxicidade (germinação, 
crescimento radicular, crescimento aéreo e índice de velocidade de germinação) e 
ensaios microscópicos, que representam citotoxicidade e genotoxicidade (análise de 
alterações no ciclo celular, alterações cromossômicas e nucleares em geral) (SILVEIRA 
et al., 2017). Estes ensaios permitem uma maior compreensão dos mecanismos de ação 
de substâncias e de resíduos tóxicos a serem estudados (ANDRADE et al., 2010; 
PALMIERI et al., 2014; ARAGÃO et al., 2015; FREITAS et al., 2016). 
Muitos compostos ativos ainda precisam ser identificados em Passiflora, para 
que se tenha uma compreensão de forma geral da composição química do gênero 
(FARAG et al., 2016). Dentre as análises usadas para identificação de compostos 
químicos destaca-se a técnica de ressonância magnética nuclear (RMN). Esta análise é 
altamente versátil e aplicada em diversas áreas como física, química, biologia e na 
medicina (GIRAUDEAU et al., 2014). Esta ferramenta permite a elucidação das 
estruturas de compostos naturais ou sintéticos, e tem a vantagem de permitir o acesso 
simultâneo de informações qualitativas e quantitativas (SIMMLER et al., 2014). Esta 
técnica avalia dois tipos de extratos:  aquoso, que permite identificar metabolitos 
primários (açúcares, acetato, animo ácidos, grupos fenólicos) e o clorofórmico, que 
possuem sinais bem característicos e permite identificar metabolitos secundários como 
os flavonoides (SCHRIPSEMA, 2010). Desta forma, objetivou-se obter o fingerprint 
dos extratos aquosos e clorofórmicos de dez espécies do gênero Passiflora por meio da 
técnica de ressonância magnética nuclear (RMN). Além disso, verificar a toxicidade de 
infusões das espécies P. suberosa, P. alata, P. quadrangularis, P. foetida, P. 
cincinnata, P. maliformis, P. mucronata, P. setacea, BRS Rubi do Cerrado e BRS 
  
104 
 
Gigante Amarelo, por meio de analises do crescimento inicial de sementes e análises 
microscópicas de meristemas radiculares de alface. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
105 
 
2. Material e Métodos  
 
2.1. Material vegetal 
Para obtenção dos extratos foliares e das infusões foram utilizadas folhas de dez 
espécies  do gênero Passiflora (Passiflora foetida, P. alata, P. suberosa, P. maliformis, 
P. mucronata, P. cincinnata, P. quadrangularis, BRS Rubi do Cerrado (P. edulis azedo-
roxo x P. alata xP. edulis azedo-amarelo), BRS Gigante Amarelo (P. edulis flavicarpa x 
P. edulis flavicarpa) e BRS Pérola do Cerrado (P. setacea), que foram coletadas de 
experimentos instalados no viveiro florestal da Universidade Federal do Espirito.  
Para as avaliações de toxicidade dos extratos foliares em bioensaio vegetal, sementes 
comerciais de L. sativa L. (alface) var. Crespa Grand Rapids (Isla Pak) foram adquiridas 
em comercio local (casa agropecuária). 
 
2.2. Ressonância Magnética Nuclear (RMN) dos extratos aquosos e clorofórmicos 
das folhas das espécies de  Passiflora 
Para  a análise de RMN pesou-se 100mg da amostra das folhas secas (estufa a 
40ºC por 7 dias) das espécies para o preparo dos extratos aquoso e  clorofórmico. Os 
extratos foram acondicionados em tubos eppendorf. Posteriormente foi adicionado 0.8 
mL de agua deuterada-D2O e 0.8 mL de clorofórmio deuterado (CDCl3) nos 20 tubos 
eppendorf, que foram agitados em Vortex (PHOENX modelo AP 56) por 2 min e 
levados ao ultrassom (Cleaner) por 10 min. Esse processo foi repetido 2 vezes, em um 
período de 16 horas, em temperatura ambiente (25-27 ºC). Após a maceração, os tubos 
foram centrifugados por 10 min e o sobrenadante foi retirado, separando a fração agua e 
clorofórmio, sendo estes acondicionados em tubos próprios para análise de RMN 
(Espectrômetro Bruker Avance III de 500 MHz). Para o extrato aquoso foi utilizado o 
padrão trimetil silil proprianato (TMAP-Na) sendo aplicado em cada amostra uma 
quantidade de 100 µL. Para obtenção dos espectros de 1H do material vegetal foram 
feitos 100 scans. Os espectros foram analisados no programa Date Slate. 
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2.3.  Preparo das infusões das folhas das espécies de Passiflora para avaliação 
fitotóxica 
As folhas foram secas em estufa de circulação forçada por setedias a 40 ºC. 
Após a secagem foram trituradas e pesadas 30g de folhas e colocadas em 300 mL de 
água destilada aquecida à 80-90 ºC. Após descanso de 10 minutos, a infusão foi filtrado 
e o primeiro concentrado de 100 mg mL-1 (C4) foi obtido (ALMEIDA et al., 2006; 
PRICHOA et al., 2013). Em seguida, foram feitas diluições para obter as seguintes 
concentrações:  C3: 50 mg  mL
-1; C2: 25 mg mL
-1; C1: 12,5 mg mL
-1 
 
2.4. Teste Macroscópico 
A germinação das sementes de alface foi realizada em placas de Petri de 9 cm de 
diâmetro, forradas com papel de filtro fino e regadas com as infusões das folhas das dez 
espécies descritas acima nas quatro concentrações (C1: 12,5 mg mL
-1; C2: 25 mg mL
-1; 
C3: 50 mg mL
-1; C4:100 mg mL
-1), com cinco repetições (cinco placas) por tratamento. 
Como controle negativo (Co-) utilizou-se água destilada e como controle positivo (Co+) 
foi utilizado o herbicida comercial Picloram (0,1%). Os parâmetros avaliados foram: 
porcentagem de sementes germinadas (PSG), índice de velocidade de germinação 
(IVG), comprimento da raiz (CR) e comprimento da parte aérea (CA), calculados pelas 
seguintes fórmulas: PSG = (total de sementes germinadas / total de sementes do 
tratamento x 100). IVG = [(N1x1) + (N2-N1) x1/2 + (N3-N2) x1/3 + ... (Ny-Ny-1) x 
1/y, em que Ny representa o número de sementes germinadas em um dado período e y 
representa o número total de períodos de avaliação.  
 
2.5. Teste Microscópico 
Cerca de 15 raízes de alface foram coletadas por placa após as 96 h de exposição aos 
tratamentos, fixadas em uma solução de álcool etílico e ácido acético (3:1) e 
posteriormente armazenadas a – 18 ºC. Após a fixação, as raízes foram lavadas e 
hidrolisadas em HCl 5 N por 18 minutos em temperatura ambiente e coradas com 
orceína acética 2%. Para o preparo das lâminas, os meristemas foram dissociados, 
cobertos com lamínula e esmagados em ácido-acético 45%. Foram preparadas uma 
lâmina por placa, totalizando-se cinco lâminas por tratamento. Em cada lâmina, foram 
contabilizadas aproximadamente 1.000 células, totalizando 5.000 células por 
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tratamento. Avaliaram-se índice mitótico (IM), alterações cromossômicas (AC), 
alterações nucleares (AN) e a frequência de cada AC segundo Aragão et al. (2015). 
 
2.6. Análise Estatística 
Os dados obtidos com as análises de fitotoxicidade e citotoxicidade foram 
submetidos à análise de variância e as médias foram comparadas pelo Teste de Dunnett. 
Todas as análises foram realizadas no programa estatístico GENES (CRUZ, 2013). 
 
3. Resultados  
3.1. Fingerprint dos extratos aquosos e clorofórmicos das  das espécies de Passiflora 
pela análise de RMN 
Para os extratos aquosos das espécies de Passiflora foram realizados fingerprints 
para identificação de metabolitos primários (Anexo I). A Tabela 1 demonstra a presença 
ou ausência dos compostos primários identificados para as espécies. Os compostos que 
foram encontrados na maioria das espécies foram glicose (4.6 - 5.2 ppm), colina (3.1 -
3.2 ppm), alanina (1.4 ppm), glicina (3.54-3.47 ppm), triptofano (3.3-3.1 ppm) e fenóis 
totais (6,0-9.5 ppm). 
Os espectros de 1H RMN permitiu identificar uma mistura de açucares com um 
deslocamento químico entre 4,0 a 3,0 ppm. A glicose foi o açúcar presente em todas as 
espécies apresentando um deslocamento químico entre 4.6 a 5.2 ppm, sendo que P. 
setacea foi a única que apresentou um único pico de glicose no seu extrato aquoso. A 
frutose foi identificada em P. setacea (4.11 ppm) e P. alata (4.10 ppm), no entanto 
sacarose (Figura 1) e sucarose apenas em P. setacea em espectro de 5.11 e 4.22 ppm, 
respectivamente. A treonina não está presente nos extratos de P. setacea, BRS gigante 
amarelo, BRS rubi do cerrado e P. alata. E asparagina não foi identificada nos extratos 
de P. setacea e P. suberosa. A glicina e o triptofano foram identificados em todas as 
espécies, sendo que P. setacea não foi encontrado triptofano (Tabela 1).  
Em relação a quantidade de metabolitos primários presentes nos extratos foliares 
das espécies, verificou-se que as espécies P. setacea, P. foetida e BRS gigante amarelo 
apresentaram maior quantidade de glicose, sendo que BRS gigante amarelo também 
apresentou alta quantidade de colina, triptofano e fenóis totais (Tabela 2). E P. foetida 
teve menor quantidade de treonina e maior de glicina. Passiflora quadrangularis maior 
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quantidade de treonina. Passiflora cincinnata também apresentou um alto valor para 
alanina (0.169 mg) e colina (0,173 mg), e para BRS rubi do cerrado com 0.176 mg para 
colina. Passiflora mucronata apresentou menores quantidades de glicose, colina, 
alanina e asparagina, sendo que P. maliformis teve maior quantidade de asparagina. 
Passiflora alata teve uma alta quantidade de frutose e não apresentou fenóis totais. 
Passiflora suberosa não apresentou glicina e triptofano. 
Nos extratos clorofórmicos verificou-se um deslocamento químico característico 
para as seguintes classes metabólicas: flavonoides, alcaloides, taninos, lactonas, 
saponinas, ácidos graxos, compostos do grupo aldeído e glicerol. Os flavonoides e os 
ácidos graxos estão presentes em todas as espécies. BRS gigante amarelo foi a única 
que apresentou alcaloides (Figura 2) e P. suberosa foi a única que apresentou aldeído 
(Figura 3) e não teve a presença de taninos e saponinas. A presença do glicerol foi 
verificada apenas nas espécies BRS gigante amarelo e P. setacea em 3,0 e 4,0 ppm. O 
grupo das lactonas foi verificado nas espécies P. suberosa, P. cincinnata e P. alata 
(Tabela 1, Anexo II). 
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Tabela 1. Fingerprints dos extratos aquoso e clorofórmicos das dez espécies do gênero 
Passiflora. 
Metabólitos 
Primários 
Espécies 
P. set BRS RC BRS GA P. sub P. foe P.qua P. mal P. muc P. cin P. ala 
Glicose + + + + + + + + + + 
Sacarose + - - - - - - - - - 
Frutose + - - - - - - - - + 
Sucarose + - - - - - - - - - 
Colina + + + + + + + + + + 
Alanina + + + + + + + + + + 
Treonina - - - + + + + + + - 
Asparagina - + + - + + + + + + 
Glicina + + + + + + + + + + 
Triptofano - + + + + + + + + + 
Fenóis Totais + + + + + + + + + + 
Metabolitos 
 Secundários 
          
P. set BRS RC BRS GA P. sub P. foe P.qua P. mal P. muc P. cin P. ala 
Flavonoides + + + + + + + + + + 
Alcaloides - - + - - - - - - - 
Taninos + + + - + + + + + + 
Lactonas - - - + - - - - + + 
Saponinas + + + - + + + + + + 
Ácidos graxos + + + + + + + + + + 
Aldeido - - - + - - - - - - 
Glicerol + - + - - - - - - - 
P. setacea (P. set); P. suberosa (P.sub); BRS Rubi do Cerrado (BRS RC); P. foetida 
(P.foe); BRS Gigante Amarelo (BRS GA); P. maliformis (P. mal); P. mucronata (P. 
muc); P. cincinnata (P.cin); P. alata (P. ala). +: presença; -: ausência 
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Tabela 2. Quantidade (mg do composto mg-1 da amostra) de metabolitos primários 
encontrados nas espécies de Passiflora. 
Metabolitos 
Espécies 
P. set 
BRS 
RC 
BRS 
GA 
P. sub P. foe P.qua P. mal P. muc P. cin P. ala 
Glicose 0.163 0.159 0.222 0.046 0.2038 0.120 0.096 0.019 0.127 0.157 
Sacarose 0.160   
  
 
 
 
 
 
Frutose 0.061   
  
 
 
 
 
0.106 
Sucarose 0.099   
  
 
 
 
 
 
Colina 0.068 0.176 0.213 0.061 0.0888 0.107 0.103 0.053 0.173 0.085 
Alanina 0.030 0.061 0.007 0.012 0.0276 0.056 0.028 0.006 0.169 0.044 
Treonina 
 
  0.004 0.0005 0.018 0.003 0.010 0.007  
Asparagina 
 
0.020 0.015 
 
0.0009 1.385 1.429 0.000 0.009 0.005 
Glicina 0.016 0.016 0.035 0.000 0.7964 0.016 0.066 0.005 0.043 0.003 
Triptofano 0.000 0.079 0.193 0.000 0.0635 0.053 0.041 0.033 0.009 0.000 
Fenóis Totais 0.003 0.007 0.010 0.004 0.003 0.001 0.005 0.003 0.005 0.000 
 P. setacea (P. set); P. suberosa (P.sub); BRS Rubi do Cerrado (BRS RC); P. foetida 
(P.foe); BRS Gigante Amarelo (BRS GA); P. maliformis (P. mal); P. mucronata (P. 
muc); P. cincinnata (P.cin); P. alata (P. ala). 
 
Figura 1. Identificação da sacarose para espécie P. setacea. P1: sacarose; P2: sacarose; 
P3: água e P4: glicose.  
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Figura 2. Espectro de 1HRMN da espécie BRS gigante amarelo da região pertencente 
dos alcaloides e flavonoide (1 e 2) e ácidos graxos insaturados (3).  
 
Figura 3. Espectro de 1 HRMN da espécie P. suberosa da região pertencentes aos 
compostos com função de aldeído 
 
3.2. Análises Macroscópicas e Microscópicas  
As infusões foliares de todas as espécies avaliadas apresentaram efeito fitotóxico 
demonstrado pela redução dos parâmetros macroscópicos (germinação, CR, CA e IVG) 
nas raízes de Lactuva sativa (Tabela 3). Quanto maior a concentração das infusões, 
maior a fitotoxicidade para todas as espécies.    
Algumas espécies apresentaram efeitos fitotóxicos similares . As infusõesorindas 
das espécies P. suberosa e P. setacea foram os mais fitotóxicos, afetando drasticamente 
todos os parâmetros avaliados principalmente nas duas maiores concentrações (C3 e C4), 
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enquanto nas demais espécies efeito similar foi observado apenas na maior 
concentração (C4). Como exemplo na concentração C3, somente 10% das sementes 
germinaram para P. setacea apresentando um baixo IVG, CR e AC próximos a zero. 
Passiflora quadrangularis, BRS RC (Rubi do Cerrado) e P. foetida constituíram o 
sgundo tratamento com maior efeito fitotóxico, ocasionando atraso na velocidade de 
germinação e retardo no crescimento radicular e aéreo na C3 em relação ao Co-, 
apresentando redução da germinação para 48, 54 e 66% respectivamente. Os extratos 
das espécies P. maliformis, BRS GA (Gigante Amarelo), P. mucronata e P. cincinnata 
causaram efeito fitotótxico intermediário, diferindo dos controles (Co- e Co+) para 
germinação na C3 (entre 70 a 75%) e redução em torno de 10, 14 e 2 vezes menor que o 
Co-  em relação as alterações de CR, CA e IVG, respectivamente.  O extrato de P. alata 
não apresentou redução na germinação comparado ao Co-, no entretanto o CR, CA e 
IVG foram reduzidos nas maiores concentrações. As espécies P. cincinnata, P. 
maliformis e BRS RC apresentaram crescimento aéreo superior ao Co- na menor 
concentração (C1), assim está concentração não foi fitotóxica para as raízes, mas pode 
ter estimulado o crescimento (Tabela 3). 
Com relação aos efeitos citotóxicos, avaliados pelos parâmetros microscópicos 
(índice mitótico, alterações cromossômicas e alterações nucleares), verificou-se também 
maior efeito com o aumento das concentrações dos extratos aquosos avaliados pelos 
danos ocasionados nas células meristemáticas das raízes (Figura 4, Apêndice I). Na 
concentração C4 não foi possível analisar os parâmetros IM, AC e AN, pois não houve 
germinação das raízes, devido ao efeito toxico ocasionado por essa concentração. De 
maneira geral, o índice mitótico (IM) diferiu significativamente dos controles na 
maioria das concentrações. Os extratos aquosos de P. quadrangularis e BRS Gigante 
Amarelo foram os mais citotóxicos, demonstrado pela maior redução da divisão celular 
(IM) na C3 em relação ao Co
+.  Os extratos que foram o segundo mais citotóxicos foram 
P. alata e P. setacea, tendo uma redução em relação ao Co-, no entanto não diferiu do 
Co+. Depois foram os extratos de P. foetida, P. suberosa, BRS Rubi do Cerrado, P. 
mucronata, P. cincinnata e P. maliformis, respectivamente, apresentaram uma redução 
do IM em relação ao Co-.  
Quanto aos efeitos genotóxicos avaliados pelos parâmetros de alterações 
cromossômicas (AC%) e nucleares (AN%), houve um aumento das alterações à medida 
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que aumentou a concentração em relação ao Co- e Co+, sendo estatisticamente diferentes 
de ambos os controles para a maioria das concentrações dos extratos testados (Figura 4). 
Os extratos das espécies BRS GA, P. maliformis, P. mucronata, P. setacea e P. 
quadrangularis apresentaram maiores frequências de AN na C3, e P. alata foi nas C1 e 
C2, demonstrando maior efeito genotóxico.  
As alterações nucleares aumentaram na C3 com os extratos de todas as espécies, 
com maior efeito para P. quadrangularis, P. setacea, P. mucronata e P. maliformis 
indicando menor taxa de divisão celular (Figura 4). Em relação as AN, todos os extratos 
ocasionaram a formação de micronúcleo (MNC) e núcleo condensado (NC) com maior 
frequência. Houve aumento de MNC na C3 e redução em C1 para todos os extratos 
aquosos utilizados. Para NC houve aumento nas C2 e C3 para todos os extratos aquosos. 
A maior frequência de MNC e NC foi causada pelo extrato de P. quadrangularis, 
demonstrando maior taxa de mutação e morte celular nas células das raízes de L. sativa 
(Figura 6, Apêndice II). 
Os maiores valores de AC foram observados nas menores concentrações nos 
tratamentos com todas as espécies, sendo mais intensa para P. quadrangularis, BRS 
Gigante Amarelo, P. alata, BRS Rubi do Cerrado, P. maliformis e P. setacea (Figura 4). 
Este efeito foi maior nas menores concentrações, pois não houve crescimento radicular 
das raízes nas maiores concentrações testadas, não sendo possível fazer análise de AC. 
As alterações cromossômicas que foram observadas para todos os extratos 
foram: cromossomo pegajoso, cromossomo perdido, cromossomo com atraso e c-
metáfase. Das alterações verificadas, cromossomos pegajosos foram observados em 
maior frequência para os extratos. Os extratos de P. setacea, BRS Gigante Amarelo e P. 
mucronata apresentaram frequências mais baixas das alterações na C3, isto é explicado 
pelo baixo IM e pela alta presença de AN. O extrato de P. quadrangularis apresentou 
maior frequência de cromossomo perdido e cromossomo com atraso nas C2 e C3.  
Passiflora alata apresentou maior frequência de cromossomo pegajoso e c-metáfase nas 
C1 e C2 (Figura 5, Apêndice II).  
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Tabela 3. Parâmetros fitotóxicos avaliados em sementes de Lactuca sativa tratadas com 
extratos aquoso de espécies do gênero Passiflora, com quatro concentrações cada, e 
controles negativo (água destilada) e positivo (picloran). 
Tratamentos Concentração 
G 
(%) 
CR 
(cm) 
CA 
(CM) 
IVG 
Co-   Água  -  95.2 a 10.11 a 8.48 a 11.87 a 
  Co+  Picloran 0.1% 52 b 0.17 b 0.00 b 2.94 b 
BRS Pérola do Cerrado  
(P. setacea) 
C1 94.4 a 3.68 2.24 b 5.05 
C2 90.4 a 1.87 2.29 b 4.31 
C3 10.4 0.15 b 0.0 b 0.45 
C4 0.0 0.0 b 0.0 b 0.0 b 
      
P. alata 
C1 96.8 a 6.64 6.57 a 9.00 
C2 95.2 a 4.16 4.11 ab 7.75 
C3 85.6 a 1.57 2.81 b 3.68 b 
C4 0.0 0.0 b 0.0 b 0.0 b 
     
P. foetida 
C1 96 a 6.25 6.34 a 8.74 
C2 97.6 a 3.81 3.74 b 7.36 
C3 66.4 b 1.00 b 2.21 b 3.83 b 
C4 0.0 0.0 b 0.0 b 0.0 b 
      
BRS Gigante Amarelo 
(P. edulis flavicarpa x P. edulis 
flavicarpa)  
C1 88 a 3.51 5.58 a 9.92 
C2 94.4 a 2.81 3.18 b 9.07 
C3 74.4 0.73 b 1.77 b 4.98 
C4 0.0 0.0 b 0.0 b 0.0 b 
      
P. mucronata 
C1 97.6 a 5.36 8.69 a 7.96 
C2 89.6 a 3.65 2.65 b 5.96 
C3 75.2 1.41 2.76 b 5.87 
C4 0.0 0.0 b 0.0 b 0.0 b 
      
P. quadrangularis 
C1 95.2 a 6.52 7.33 a 9.17 
C2 94.4 a 4.58 5.47 a 7.37 
C3 48 b 0.58 b 0.25 b 2.17 b 
C4 0.0 0.0 b 0.0 b 0.0 b 
      
P. suberosa 
 
C1 94.4 a 5.14 4.40 ab 9.48 
C2 93.6 a 4.05 2.91 b 8.40 
C3 0.0 0.0 b 0.0 b 0.0 b 
C4 0.0 0.0 b 0.0 b 0.0 b 
      
P. cincinnnata C1 97.6 a 5.16 11.04 a 9.23 
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As médias seguidas pela mesma letra a (Co-) nas colunas não diferem estatisticamente entre si, 
em nível de 5% de probabilidade, pelo Teste Dunnet. As médias seguidas pela letra a são 
estatisticamente semelhantes ao controle negativo e as medias seguidas pela letra b são 
estatisticamente semelhantes ao controle positivo em nível de 5% de probabilidade, pelo Teste 
Dunnet. 
 
Figura 4. Alterações microscópicas observadas em células meristemáticas de raízes de 
Lactuca sativa tratadas com extratos aquosos de folhas das espécies do gênero 
Passiflora, com quatro concentrações cada, e controles negativo (Co-: água destilada) e 
positivo (Co+: picloran). Espécies: P. setacea; P. alata; P. foetida; BRS GA (Gigante 
Amarelo); P. mucronata; P. quadrangularis; P. suberosa; P. cincinnata; P. maliformis; 
BRS RC (Rubi do Cerrado). IM: índice mitótico; AC: alterações cromossômicas; AN: 
alterações nucleares. 
C2 98.4 a 3.56 5.87 a 6.61 
C3 75.2 1.73 1.26 b 3.83 b 
C4 0.0 0.0 b 0.0 b 0.0 b 
      
P. maliformis 
C1 98.4 a 4.50 13.03 11.92 a 
C2 94.4 a 3.02 3.37 b 10.92 a 
C3 70.4 0.96 b 0.63 b 5.87 
C4 0.0 0.0 b 0.0 b 0.0 b 
      
BRS Rubi do Cerrado 
(P. edulis azedo-roxo x P. alata x 
P. edulis azedo-amarelo) 
C1 94.4 a 4.18 13.81 7.42 
C2 84.8 a 2.19 2.11 b 3.85 b 
C3 54.4 b 0.58 b 2.27 b 2.27 b 
C4 0.0 0.0 b 0.0 b 0.0 b 
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Figura 5. Alterações cromossômicas observadas em células meristemáticas de raízes de 
Lactuca sativa tratadas com extratos aquosos de folhas de espécies do gênero 
Passiflora, com quatro concentrações cada, e controles negativo (Co-: água destilada) e 
positivo (Co+: picloran). Espécies: P. setacea P. alata; P. foetida; BRS GA (Gigante 
Amarelo); P. mucronata; P. quadrangularis; P. suberosa; P. cincinnata; P. maliformis; 
BRS RC (Rubi do Cerrado). CA: cromossomo com atraso; C-metáfase; Cpeg: 
cromossomo pegajoso; CP: cromossomo perdido 
Figura 6. Alterações nucleares observadas em células meristemáticas de raízes de 
Lactuca sativa tratadas com infusões aquosas de folhas de espécies do gênero 
Passiflora, com quatro concentrações cada, e controles negativo (Co-: água destilada) e 
positivo (Co+: picloran). Espécies: P. setacea; P. alata; P. foetida; BRS GA (Gigante 
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Amarelo); P. mucronata; P. quadrangularis; P. suberosa; P. cincinnata; P. maliformis; 
BRS RC (Rubi do Cerrado). NC: núcleo condensado; MNC: micronúcleo. 
 
4. Discussão 
4.1. Fingerprint dos extratos aquosos e clorofórmicos  das espécies de Passiflora pela 
análise de RMN 
Os perfis aquosos e clorofórmicos das espécies de Passiflora estudadas 
(espectros de 1H-RMN, Anexo 1) através dos espectros de hidrogênio foram obtidos. 
Dessa forma, as substancias foram extraídas em diferentes polaridades para que todos os 
compostos, ou a maioria deles pudessem serem extraídos. 
O uso da técnica de RMN ainda é pouco utilizada para análise de espécies do 
gênero Passiflora. Este trabalho usou essa técnica para identificar os metabolitos 
presentes nas espécies por meio da espectroscopia de 1H-RMN. Os compostos 
identificados estão listados na Tabela 1 e a quantidade dos compostos para os extratos 
aquosos na Tabela 2.  
Os espectros de 1H-RMN dos extratos aquosos de folhas de P. setacea, P. 
suberosa, P. alata, P. maliformis, P. cincinnata, P. mucronata, P. quadrangularis, P. 
foetida, BRS gigante amarelo e BRS rubi do cerrado mostram três regiões principais: 
dos açucares, dos aminoácidos e dos fenóis totais. A região dos açucares (3.4 – 5.4 
ppm) mostrou sinais mais intensos, sendo identificados a glicose, frutose e sacarose. 
Apesar de possuir sinais intensos nessa região, ainda assim é difícil de identificar os 
açucares presentes, pois se tem uma sobreposição dos picos (SCHRIPSEMA, 2010). Na 
região do amino ácido também apresentou picos mais intensos na região de 3.2 - 1 ppm, 
sendo identificados alanina, colina, treonina, glicina e asparagina. No entanto, a região 
caracterizada pelos fenóis totais apresentou espectros com menor intensidade (9.5 - 6 
ppm). Em estudo realizado com P. incarnata por 1H-RMN também encontram a 
presença de metabolitos primários em sinais mais intensos (0 – 6 ppm) e uma região 
com sinais menos intensos que representa os C-flavonoides (FARAG et al., 2016). 
Para P. setacea verificou-se a presença da sacarose (dissacarídeo formado por 
glicose e frutose). A confirmação da presença da sacarose está no deslocamento com 5,4 
ppm evidenciando um dubleto, que representa o hidrogênio anomérico da sacarose.. A 
sacarose nessa espécie apresenta possível diferença no metabolismo relacionado a 
respiração, onde a sacarose não foi completamente transformada em glicose. Em estudo 
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realizado para verificar o estresse osmótico causado por sacarose nos metabolitos, 
verificaram que em concentrações maiores de sacarose também tinham maiores níveis 
de glicose e frutose, isso indica que a hidrolise extracelular da sacarose ocorreu, levando 
a formação da glicose e frutose (CUI et al., 2010), provavelmente o que não ocorreu 
com a espécie em estudo.  
Nos espectros de 1H-RMN dos extratos clorofórmicos de folhas das dez espécies 
foi possível observar que na região do H aromático (6,0 – 8,0 ppm) há presença de 
sinais característicos de flavonoides (BORELLA, FONTOURA, 2002). Além disso, 
todas as espécies estudadas apresentaram sinais característicos de acetatos(2 ppm) e 
uma região dos alcaloides, saponinas, taninos, triterpenos e lacatonas com possível 
presença de cumarinas. Em estudo fitoquímico feito com a espécie Passiflora edulis f. 
flavicarpa também verificou a presença de flavonoides, alcaloides, cumarinas, 
saponinas, taninos, triterpenos e esteroides (XAVIER et al., 2016).  
Nas espécies de P. alata, P. setacea, P. maliformis, P. cincinata, P. mucronata e 
P. quadrangularis apresentaram semelhanças nos perfis sugerindo sinais característicos 
de flavonoides (Anexo 1). Os flavonoides são metabolitos polifenólicos encontrados em 
diversas espécies e desempenham atividade neurofarmacológica  (COLETA et al., 2006; 
HERRERA-RUIZ et al., 2011), e possuem efeito analgésico (HIGGS et al., 2013). Em 
analise fitoquímica de flavonoides da espécie P. incarnata verificou que cerca de 2.5% 
dos constituintes presentes nos extratos das folhas são de flavonoides (MARCHART et 
al., 2003; MIRODDI et al., 2013). Em estudo comparativo dos perfis cromatográficos 
de folhas de diversas espécies de Passiflora Wosch et al (2017) também verificaram a 
presença de flavonoides nos extratos das folhas, principalmente a presença de 
isoorientina, orientina, vitexina, isovitexina.  
A espécie BRS gigante amarelo apresentou uma quantidade maior 
principalmente dos alcaloides,flavonoide e compostos glicosilados. Dentre os principais 
compostos metabólicos encontrados em Passiflora tem-se os alcaloides e os flavonoides 
(VIEIRA, 2013). Estes compostos  protege o organismo contra as espécies reativas de 
oxigênio e apresentam ação ansiolíticas (DHAWAN et al., 2004; WOODMAN, 2004; 
ROJAS et al., 2006; VARGAS et al., 2007; BENINCÁ et al., 2007). Em estudo 
fitoquímico de P. incarnta verificou a presença de alcaloides de 13.4% nas folhas 
(AMAN et al., 2016).  
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Nos extratos clorofórmicos das espécies P. setacea e BRS gigante amarelo 
foram observados sinais com maiores intensidades mostrando a presença de glicerol. O 
glicerol tem maior importância na fabricação de biodiesel por meio da 
transesterificação, em que um triglicerídeo em contato com um álcool vai forma o 
glicerol e éster (SANTOS, 2015). Em estudo realizado para obter biodiesel a partir do 
óleo de maracujá amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener) verificaram a 
presença de glicerol na região de 4,10 a 4,20 por meio da técnica de 1HRMN 
(SANTOS, 2015). 
A espécie P. suberosa foi a única espécie que apresentou uma série de sinais  
(10,0 e 9,0 ppm) que são característicos de compostos com função de aldeídos. Nas 
espécies de maracujá o aldeído é considerado um dos compostos responsáveis pelo 
aroma do fruto (MACORIS, 2010). Em estudo para verificar compostos voláteis 
verificaram a presença de 16% de aldeído presente em resíduo de maracujá (OLIVEIRA 
et al., 2012). 
 
4.2. Análises Macroscópicas e Microscópicas  
Neste estudo foram constatados efeitos de fitotoxicidade, citotoxicidade e 
genotoxicidade das infusões avaliadas para as dez espécies do gênero Passiflora, por 
análises macroscópicas e microscópicas no sistema Lactuca sativa. Esses efeitos foram 
mais frequentes nas maiores concentrações. 
Nas análises realizadas das infusões foi verificado efeito de dose-dependência, 
evidenciado pelo aumento dos danos com aumento das concentrações. A germinação, o 
crescimento radicular, crescimento aéreo e IVG foram reduzidos nas maiores 
concentrações para todas as espécies, demonstrando efeito fitotóxico nas raízes de 
Lactuca sativa. Em estudo realizado com extratos de Solanum muricatum e Solanum 
betaceum também verificaram a inibição do crescimento radicular e da germinação na 
maior concentração, demonstrando efeito fitotóxico dos extratos (SANTOS et al., 
2018). A redução do crescimento radicular pode estar relacionada com o aumento no 
número de células, ao processo de alongamento das células (FUSCONI et al., 2006) e à 
inibição da síntese de proteínas (SETH et al., 2007). O crescimento de um órgão na 
planta, está relacionado com os sucessivos ciclos de divisão celular (HARASHIMA, 
SCHNITTGER, 2010).   
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Desta forma, se não ocorrer interferência do composto usado nas fases do ciclo 
mitótico, vai acontecer a proliferação celular sem afetar o comprimento da raiz 
(SILVEIRA et al., 2017). Assim, verificou-se que as infusões das espécies afetaram o 
ciclo celular, por impedir o crescimento radicular das sementes nas maiores 
concentrações, principalmente na C4.  Isto pode esta relacionado com a presença de 
compostos fenólicos, pois estes tem a capacidade de alterar a permeabilidade da 
membrana plasmática, a síntese de proteína e de hormônios, atividade enzimática, 
consequentemente afetando o crescimento normal das plantas (LI et al. 2010). E de 
acordo com o perfil fitoquímico dos extratos aquosos obtidos pela técnica de RMN H1, 
verifica a presença de compostos fenólicos. Segundo Costalonga e Batitucci (2014), 
uma exposição prolongada das sementes em concentrações maiores afeta o 
funcionamento do ciclo celular, e isto pode ser explicado pelo aumento da concentração 
dos fitoquímicos nas doses mais altas, tornando seus efeitos mais forte sobre o ciclo 
celular.  
 O índice mitótico (IM) teve um decréscimo em relação ao controle negativo para 
todas as infusõesna C3, indicando a ocorrência de efeito citotóxico nas raízes, 
principalmente para P. quadrangularis e BRS gigante amarelo que apresentaram 
menores valores de índice mitótico. A citotoxicidade de um composto pode ser 
determinada pelo aumento ou pela redução do IM (LUBINI et al., 2008). Neste caso, se 
tem uma redução do IM, isto ocorre pela inibição da divisão celular na interfase, ou pela 
morte do núcleo interfásico, dificultando o início da prófase, consequentemente a 
divisão celular (SOLOMON et al., 1999). A redução do IM ocasionada pelas infusões 
das espécies sugere uma inibição da atividade mitótica nas células de Lactuca sativa.Em 
estudo utilizando extrato aquoso de Ampelocissus latifolia (Roxb.) Planch, observaram 
uma redução do IM e do numero de células que entraram no ciclo mitótico, aumentando 
a frequência de células em interfase, isso ocorreu  devido ao estresse citotóxico no 
meristema apical da raiz (CHAUDHURI, RAY, 2015). De acordo com estes autores, 
isso pode esta relacionado com substancia(s) bioativa(s) (taninos, flavonoides, 
alcaloides, fenólicos, saponinas, terpenos, alcaloides), e estas interagem com o aparato 
mitótico.  
 De acordo com o tipo de alteração determina-se o efeito causado pelo composto, 
podendo ser aneugênico e/ou clastogênico (FENECH, 2000). Alterações que causam 
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modificações no fuso mitótico são conhecidas como aneugênicas (BERNARDES et al., 
2015). Todas as infusões apresentaram efeito aneugênico,  devido ao aumento das 
frequências de cromossomos perdidos, c-metáfase, cromossomo pegajoso, cromossomo 
com atraso, e estas alterações são cromossômicas. A presença de alterações 
cromossômicas podem está relaciondas com efeitos dos alelooquimicos presentes nas 
infusões, como foi verificado no extrato de L. rufogrisea em que observaram alterações 
na estrutura do DNA e proteínas, sendo que para proteínas a alteração esta relacionada 
com o crescimento e diferenciação celular, e isto foi devido aos aleloquimicos 
presentes, como compostos fenólicos, saponinas, triterpenos e esteroides (ARAGÃO et 
al., 2017). 
A formação de c-metafases esta relacionada com a inativação do fuso mitótico 
(FISKESJO, 1985), assim não haverá a formação da placa equatorial, levando a uma 
interrupção da divisão celular (FERNANDES et al., 2009).Os cromossomos pegajosos, 
são formados por alterações na estrututura dos cromossomos prejudicando sua 
condensação normal e resultando em aglomerados (BABICH et al., 1997). Essa 
alteração está normalmente associada a um forte efeito citotóxico, e é irreversível 
podendo levar a morte celular (EL-GHAMERY et al, 2003).  
 Os cromossomos com atraso são formados devido a uma interferência na 
despolimerização do fuso, ou seja, se houver alguma interferência na polimerização do 
fuso pode impedir o encurtamento do fuso e promover um atraso dos cromossomos para 
os polos (FERNANDES et al., 2009). Assim,  estes  são envolvidos pelo envelope 
nuclear, antes de serem incorporados aos outros cromossomos (SERRANO; 
MONTEIRO-MONTOYA, 2001). Os cromossomos perdidos são formados devido a 
falta parcial de polimerização das fibras do fuso mitótico, isso faz com que o 
cromossomo não seja orientado para o equador da célula no momento da divisão 
(FERNANDES et al. 2009), e são observados em células metafasicas (SANTOS et al., 
2018).  
 Para as infusões aquosas estudadas, as alterações nucleares (AN) foi o parâmetro 
mais afetado das análises microscópicas, diferindo em todos os casos do controle 
negativo e similar ao controle positivo (Figura 5). Estas alterações foram observadas em 
todos os extratos das espécies nas concentrações usadas, tendo um acréscimo na maior 
concentração. As infusões de P. mucronata, P. maliformis e P. quadrangularis 
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apresentaram um aumento de núcleo condensados na maior concentração (Figura 3), 
isto demonstra morte das células e baixa divisão celular, que tem correlação com a 
baixa porcentagem de germinação e com o crescimento radicular. Isto foi verificado 
para essas espécies, principalmente para P. quadrangularis (Tabela 4). Com relação aos 
micronúcleos também houve um acréscimo na maior concentração. Os micronúcleos 
são originados de cromossomos perdidos ou de fragmentos cromossômicos acêntricos 
(FENECH et al., 2011; FERNANDES et al., 2007). Em estudo sobre a genotoxicidade e 
toxicidade de extrato de P. alata verificaram que o extrato ocasionou um aumento na 
frequência de micronúcleo na maior concentração (50 mg/Kg) demonstrando efeito 
genotóxico (BOEIRA et al., 2010).  
 
   
5. Conclusão  
A técnica de 1HRMN permite identificar e caracterizar compostos metabólicos 
primários e secundários dos extratos aquosos e clorofórmicos das espécies do gênero 
Passiflora. 
As infusões das dez espécies de Passiflora apresentam efeitos fitotóxicos pela 
redução na germinação, IVG, crescimento radicular e aéreo. 
O índice mitótico mostrou um efeito alelopatico das infusões das espécies pela 
redução na divisão celular no meristema das reaizes de Lactuca sativa.  
As infusões das dez especies de Passiflora apresentaram efeitos citotóxicos e 
genotóxicos nas raízes, pelo aumento da frequência nas alterações cromossômicas e 
nucleares.  
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CONSIDERAÇÕES GERAIS 
Este trabalho permitiu identificar variabilidade existente entre as espécies silvestres e 
comerciais por meio da análise agronômica. A análise molecular permitiu verificar a 
existência de locus conservados entre as 26 espécies pela análise de transferibilidade, e 
também foi possível separar-las de acordo com subgênero. As espécies Passiflora 
foetida, P. alata, P. suberosa, P. maliformis, P. mucronata, P. cincinnata, P. 
quadrangularis, BRS Rubi do Cerrado (P. edulis azedo-roxo x P. alata xP. edulis 
azedo-amarelo), BRS Gigante Amarelo (P. edulis flavicarpa x P. edulis flavicarpa) e 
BRS Pérola do Cerrado (P. setacea) apresentam compostos secundários de interesse 
fitoterápico como foi verificado nos perfis dos extratados crloroformico e aquoso  
obtido pela técnica de RMN. As infusões aquosas das espécies demonstraram efeitos 
fitotóxicos, genotóxicos e citotóxicos, assim é importante ter um maior atenção na hora 
de consumir as folhas das espécies como fitoterápico. 
  
131 
 
ANEXO I 
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Figura 1. Espectros dos extratos aquosos das dez espécies de Passiflora.  A: P. alata; B: P. cincinnata; C: P. foetida; D:  BRS Gigante Amarelo; 
E: P. maliformis; F:  P. setacea; G:  P. quadrangularis; H: BRS Rubi do Cerrado; I: P. suberosa; J:  P. mucronata.
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ANEXO II 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
135 
 
  
136 
 
Figura 2. Espectros dos extratos aquosos das dez espécies de Passiflora.  A: P. alata; B: P. cincinnata; C: P. foetida; D:  BRS Gigante Amarelo; 
E: P. maliformis; F:  P. setacea; G:  P. quadrangularis; H: BRS Rubi do Cerrado; I: P. suberosa; J:  P. mucronata. 
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APÊNDICE I 
Tabela 1. Alterações microscópicas observadas em células meristemáticas de raízes de 
Lactuca sativa tratadas com extratos aquosos de folhas das espécies do gênero 
Passiflora, com quatro concentrações cada, e controles negativo (Co-: água destilada) e 
positivo (Co+: picloran). Espécies: P. setacea; P. alata; P. foetida; BRS GA (Gigante 
Amarelo); P. mucronata; P. quadrangularis; P. suberosa; P. cincinnata; P. maliformis; 
BRS RC (Rubi do Cerrado).  
Tratamento Cencentração IM AC  AN       
Água - 11.47 b 0.4 b 0.44 b 
Picloran 
 
3.878 a   0.76 a 8.018 a 
BRS Pérola do Cerrado  
(P. setacea) 
C1 13.08 b 5.12 11.22 
C2 10.1 b 3.84 13.36 
C3 4.82 a 1.28 ab 11.58 
     
P. alata 
C1 7.8 2.34 10 
C2 6.9 2.56 10.96 
C3 4.58 a 1.02 ab 9.32 a 
     
P. foetida 
C1 13.98 4.14 3.64 
C2 11.6 b 4.64 7.4 a 
C3 5.44 a 2.18 8.96 a 
     
BRS Gigante Amarelo 
(P. edulis flavicarpa x P. edulis 
flavicarpa) 
C1 14.42 4.64 8.86 a 
C2 11.56 b 3.8 10.52 
C3 2.48 a 0.46 ab 10.88 
     
P. mucronata 
C1 11.34 b 5.14 7.54 a 
C2 11.1 b 4.58 7.9 a 
C3 6.362 2.84 18.008 
     
P.quadrangularis 
C1 9.322 2.62 10.302 
C2 8.16 2.58 10.96 
C3 1.1 0.1 ab 15.6 
     
P. suberosa 
C1 10.48 b 3.46 2.48 
C2 5.594 1 ab 8.212 a 
     
P. cincinnnata 
C1 10.5 b 4.2 3.76 
C2 9.84 b 3.92 3.72 
C3 8.36 3.94 8.72 a 
     
P. maliformis 
C1 11.74 b 4.66 7.4 a 
C2 11.68 b 4.14 8.54 a 
C3 7.24 1.22 ab 17.98 
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BRS Rubi do Cerrado 
(P. edulis azedo-roxo x P. alata x 
P. edulis azedo-amarelo) 
C1 7.62 2.44 3 
C2 7.28 2.06 a 2.2 
C3 5.48 a 0.88 ab 8.94 a 
IM: índice mitótico; AC: alterações cromossômicas; AN: alterações nucleares. 
 
 
APÊNDICE II 
Tabela 1. Alterações cromossômicas e nucleares observadas em células meristemáticas 
de raízes de Lactuca sativa tratadas com extratos aquosos de folhas de espécies do 
gênero Passiflora, com quatro concentrações cada, e controles negativo (Co-: água 
destilada) e positivo (Co+: picloran). Espécies: P. setaceaP. alata; P. foetida; BRS GA 
(Gigante Amarelo); P. mucronata; P. quadrangularis; P. suberosa; P. cincinnata; P. 
maliformis; BRS RC (Rubi do Cerrado).  
Tratamento Cencentração CA C-met Cpeg CP MNC NC 
Água 
 
0.0 b 0.88 b 0.33 b 1.218 b 1.08 a 14.52 
Picloran 
 
0.972 a 3.906 a 5.084 a 3.956 a 0.08 b 0.36 b 
BRS Pérola do Cerrado 
(P. setacea) 
C1 8.742 9.802 a 14.34 3.778 ab 0.44 ab 8.52 a 
C2 10.106 10.27 a 11.726 a 3.13 ab 0.24 ab 8.48 a 
C3 5.078 ab 8.32 ab 8.622 ab 2.008 ab 0.32 ab 7.08 a 
        
P. alata 
C1 4.508 ab 9.052 a 11.516 a 2.308 ab 0.62 ab 1.58 b 
C2 4.694 ab 11.4 a 8.916 a 5.314 a 0.28 ab 7.62 a 
C3 2.008 ab 4.388 ab 8.178 ab 1.788 ab 1.06 a 8.26 a 
        
P. foetida 
C1 8.722 5.14 ab 11.044 a 2.438 ab 0.46 ab 10.5 
C2 14.696 3.884 ab 15.928 3.416 ab 0.46 ab 2.02 
C3 12.574 6.738 ab 12.98 a 1.818 ab 0.36 ab 3.28 
        
BRS Gigante Amarelo 
(P. edulis flavicarpa x P. 
edulis flavicarpa) 
C1 10.358 4.55 ab 12.024 a 3.382 ab 0.36 ab 17.648 
C2 9.532 5.032 ab 12.212 a 3.704 ab 0.62 ab 12.74 
C3 4.594 ab 2.222 ab 8.608 ab 0.74 ab 0.18 ab 11.04 
        
P. mucronata 
C1 11.702 9.312 a 16.086 5.614 a 0.98 a 7.96 a 
C2 10.378 6.374 ab 16.322 4.274 ab 0.6 ab 9.702 
C3 15.494 10.766 a 9.804 a 3.94 ab 0.32 ab 8.22 a 
        
P.quadrangularis 
C1 4.116 ab 6.742 ab 9.698 a 2.464 ab 0.82 a 10.76 
C2 3.412 ab 11.874 11.178 a 1.878 ab 0.54 ab 10.42 
C3 0.0 ab 0.0 ab 4.046 ab 0.0 ab 0.68 ab 9.84 
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P. suberosa 
C1 8.992 5.204 ab 9.556 a 4.23 ab 0.7 ab 10.18 
C2 3.41 ab 3.274 ab 8.92 a 0.742 ab 0.48 ab 2.52 
        
P. cincinnnata 
C1 10.588 8.326 ab 13.682 4.746 ab 0.42 ab 17.56 
C2 11.514 7.582 ab 14.35 2.644 ab 0.26 ab 3.5 
C3 9.55 13.454 15.286 5.9 a 0.3 ab 8.56 a 
        
P. maliformis 
C1 14.146 5.122 ab 13.476 a 3.412 ab 1.218 6.992 a 
C2 13.698 5.268 ab 9.114 a 2.94 ab 0.26 ab 3.46 
C3 5 ab 2.188 ab 6.924 ab 1.316 ab 0.26 ab 7.14 a 
        
BRS Rubi do Cerrado 
(P. edulis azedo-roxo x P. 
alata x P. edulis azedo-
amarelo) 
C1 4.094 ab 5.692 ab 10.812 a 4.396 ab 1.06 a 8.26 a 
C2 3.758 ab 8.472 ab 9.426 a 3.134 ab 0.68 ab 9.32 
C3 3.454 ab 5.074 ab 5.034 ab 0.87 ab 0.08 ab 7.46 a 
CA: cromossomo com atraso; C- met: C-metáfase; Cpeg: cromossomo pegajoso; CP: 
cromossomo perdido; NC: núcleo condensado; MNC: micronúcleo. 
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APÊNDICE III 
 
Tabela 1. Código do loco, sequências e motivos dos 50 pares de primers microssatélites desenvolvidos para Passiflora edulis e 21 para 
Passiflora alata utilizados na estimativa da diversidade genética. Os primers que estão em negrito corresponde aos 44 utilizados na 
transferibilidade. 
 
Forward Reverse Motivo 
mPe-UNICAMP01 CCTGTCGGAAAGACTTCTGC GGATCGTTGTGGAGTGTGGT (AC)4 
mPe-UNICAMP02 TCGAGTGAGATTGGCAGTG TTGGCTTCGAGGAGAAGAA (GT)8 
mPe-UNICAMP03 ATAGGCATTTCACAACAGCAC AAGCATCCGTGAGACAGGT (AC)8 
mPe-UNICAMP04 GCTAACAAGCCCAAATCAAC CAGACCATGAGACGGCAGTA (CA)5 
mPe-UNICAMP05 CGGGGTTATGCAAGGTAACA ACTGGGTGGACTAGGAAACG (TG)8 
mPe-UNICAMP07 GGAACCGTGTGATGGGATAC ACCGATTGACAGCTCTGCC (AG)8 
mPe-UNICAMP08 GCTGAGAACCCCGTGACTTA CGAGTATGGCACATCCCTG (CA)4 
mPe-UNICAMP09 TGCCTCTCGGATATTTACAGC CGCATGTCCCCATACGAC (AC)5 
mPe-UNICAMP10 GTCACTGCAGCCTGGTATAGTT GAACATATTCGGCAGATGGA (CT)5 
mPe-UNICAMP11 GCAGCAATCAATGCAATCAG GCCATTCTCCTCTCACCGTA (CA)9(AT)5 
mPe-UNICAMP12 CACACAAGGCGTTTCTTACG TGATATGAACGATACGGTAGGC (CA)7 
mPe-UNICAMP13 TTCGTGCATTGTTCATTACC GCCTTCTTTGTCATGTTGGA (TC)5 
mPe-UNICAMP14 GACTTCGTATGACGCCAGGT TGCAAGAATCCGAAGACTCA (CA)8 
mPe-UNICAMP15 CATTCCTCACCCTCACGAA TGGTTGTGTGGTTTGTGCTT (AC)5 
mPe-UNICAMP16 CGTGGGTGAGTGTGAATGAG TGATGTGAGCATGGTTGGTT (AT)4(TG)11 
mPe-UNICAMP17 GCCACGTGCAATGTCAGT CGTGCTGTGACCAAGGAG (AC)9 
PE02 GGGACGACAATCAAGTGAGG CCCAAACTATGCAACACCAA (TG)7 
PE03 GCAGCGAGGGAAGAAAAA TGAGACATCGTGCGTGAA (GA)10 
PE04 ATGCTTTTGGAAATCCGTTT TGCTCATGCAAAGTCACTGG (TG)9 
PE07 TGCGCATTGATGGTGCTTG TCGTCTCTTCTCCTCCTTCA (GA)23 
PE08 CCGGATACCCACGCATTA TCTAATGAGCGGAGGAAAGC (GTTGTG)4 
PE09 GGAAATCCGAAAACTGGTTG GGGCCTTTATCCATGTTTGA (AT)5(AC)5 
PE10 AACCTTGATCTCCAGCCTAT GGGCCTTTATCCATGTTTGA (GA)34 
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PE11 GCATAAGTTGTCGGTCTTGG CCTCGAACCTCTATCATCCA (GT)11 
PE13 AAGCACCCCAATCGTTGA CCCCCTGCCACCTGAGTA (GT)6 
PE14 TGGTGTTGCTGAATTTCATTT TACGCGCCTAGCGTATTCTT (GA)21 
PE15 ACCGTTAAATCCAAGCAAGT AAATGCAAAAGAATGATATGTTA (CTTTAGC)5 
PE18 CCGTGAACCAACCATTTCTC TTGCAGCACAAACAAGTCAA (TG)9 
PE19 TTAACAGGACTTAGCACTTGA CTCATCCTTCTTCCATCTTTG (CA)14 
PE20 AGGATCACCATAGAAAACCAT GTTAGGTTGCATTGCTTT (AAAC)4 
PE23 CAATCCCTTGACCCATAGA CGTCCATCCTTCTCCTTT (GA)19 
PE24 TCAAACTGAACTCGTAAAGG GTGCTGGGAGACTGATGTT (CA)15 
PE27 TTGCTCATTGCACTCATCCT GCAGACATTTCCTGGAGCA (GT)7 
PE28 GCCACTAACGTTAACTGTGCT CAAGCTCTTATTAGGCATCCA (CT)16 
PE29 CGGATGAAGGCTCGTCTTT CGGCACACTCACCTCTCC (AG)13 
PE35 ATTATGCCTAAAAACCCAAA TGATCCAGAGGTTGAGAGG (CA)9 
PE37 CAAAAGGATAGGCCTGATGTC TGTTGGTCATCCACTGAAG (TG)8 
PE38 GTACGGTCCTCGGTTAGAC AGTCACACAGCATGAGAAATC (TG)8 
PE41 ATCGGGGTTCGCTTATTTG CGTTCATCCTTTAGTGGGCTA (TTAA)5 
PE42 GTCACTTCATTCTTCCTTTCC TTAGCCCACTCAAACACAA (GT)8 
PE54 TGGTGTGTGTGTGGGTGATTAG CATTCTCCTGCCACCTGAGT (TG)7 
PE58 GCAATTTCACCATCTTCTGCT CCACGGTCATGGATGTTC (AC)11 
PE59 GAACACTTCGCATGGCTAGA TTCCGAATCAAACCGTAACT (ATCTA)3 
PE60 TCCTCACCTTTGTTTATGCT AATGACCTATTTGAACCTGGA (TG)12 
PE64 ATCAATTACGCACCCCAAAC GGAACGTCAATCAAGTGAGGA (AC)8 
PE66 CCTAGTCCCAACAAGCATC GCTGTGGACCCTAACTCAGTC (AC)9 
PE74 CCCTCTTATCAATAGCGTTGG GCACGAGCACGAGTATTTATT (ATCACA)5 
PE75 CACAATCGGTGGGAAAGATA GTAGTTTTGGGCAGTTTGC (TG)17 
PE88 CTTCAGGGTCACACACATT GTTCATCCTTTAGTGGGCT (TTAA)6 
PE90 TCAGGAAGATTGCATGTTAGT CTGGGTTTTGTTTATGTTGC (AGC)5 
PA01 CGTGGACTACAAACCAAAG CGACACAAATGCACAAATG (AGA)11 
PA02 ATGCAAGAACATCACCACC TTTCCTCCTGGCTTTGAC (GTGA)3(AGA)5 
PA03 GGTAGGAAGCCCTCAACG GCTTAGGTTCCTCATCTG (AAG)6 
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PA04 CAAGGAACAAAGCTCTCTAGG GCCAGATGGGGTATGTAAAC (CT)8 
PA05 CATTCCAACTCATGCAATC CACCAGTCACCTCTTCACC (TG)6 
PA07 CTTCACCTCAGCCACACAC AAACCCTACATGCAAGAACC (AAG)3(N)6(AAG)4 
PA08 CAAACACACTCTCAAAACCAAG TGGGGAAACAGGTATGCAC (AC)5 
PA09 CATCGGAGGTATTTGCACAG ACTGCATCGCAACAATCACT (TG)6 
PA10 CCCAATCAAAGAATAAAGCTC GAACAGCCGCCTTGTAAAC (CT)8 
PA11 GCCTATTTGGCTCATGTGG CCTACACACCCATGCAAAAC (AGA)12 
PA12 GCGACTTGAAAATCAAATACG ATGTGATGCACTTGGAGTGTG (AC)6 
PA13 TATGCTTGATTGTGTGCAGTG TTAGGAATAGTAGGGACATGC (GT)2AT(GT)3 
PA14 CAATCCGTTGGGATGTAG CTACTTGTCATTCGGCAC AG)8(A)9TC(A)5CG(A)12 
PA15 CAAACGAAGGGAAAAGTG GGCATTGAGGGTGTTTTG (GT)7 
PA17 CCCAAGATTACACGAGTC ACATAAGACGCTGTCACC (TG)6 
PA18 ATGTGTCCATGCCACTCG AGACTGGTGGATCGTATCAG (GT)6 
PA19 CATGACCAAGCACTCCTG GCTCTGTCCAGTTCCTCC (AAG)3 
PA20 CATGAACCACCACCAATTC ATCGGTTTTCCCCTACAC (CTT)17 
PA21 TCTTTTCCCTAGCCAGCTC ACCATCAAAACCCACAACTC (GAA)17 
PA22 GACCAAGAGAACCAAAAGC AAGAGAGGAGAAGAGAGCTG (TTC)5(TTC)4 
PA23 GGAACTGAGAGCCATTAGG TTGGAGGAGCGGATTATAG (CA)6 
 
 
 
